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RIASSUNTO 
 
L’esposizione a polveri di silice (SiO2) amorfa, sia di dimensione micrometrica che 
nanometrica è sempre meno limitata a specifici ambiti lavorativi dal momento che oggigiorno 
il suo impiego spazia dal campo alimentare, nel quale è impiegata come additivo, all’industria 
cosmetica; inoltre, la silice amorfa trova impiego nella produzione di inchiostri, vernici ed 
articoli sportivi. Recentemente la ricerca biotecnologia ha individuato nelle particelle di silice 
mesoporosa in dimensione nanometrica un vettore appropriato per il trasporto di farmaci 
all’interno di cellule bersaglio (drug delivery). 
Sebbene parallelamente all’incremento della produzione e delle applicazioni della silice 
amorfa corrisponda un notevole aumento dell’esposizione umana, non solo in ambito 
occupazionale, la tuttora limitata disponibilità di dati esaustivi rende difficile anche da parte 
dello IARC (International Agency of Research on Cancer) definirne con certezza la 
pericolosità per la salute umana. 
Risulta pertanto centrale approfondire lo studio della tossicologia delle polveri di silice 
amorfa, ed in particolare definirne il potenziale genotossico dal momento che l’incremento del 
danno genetico è associato con lo sviluppo di patologie umane ed in particolare con la 
cancerogenesi. 
Questa tesi si pone l’obiettivo di acquisire informazioni sugli effetti citotossici e genotossici 
della silice amorfa in vitro su due differenti modelli cellulari, macrofagi alveolari murini 
(RAW 264.7) e cellule epiteliali polmonari umane (A549), selezionati in quanto 
rappresentativi dell’esposizione per via inalatoria.  
Le colture sono state esposte a polveri di silice differenti per dimensione (250nm, 500nm) e 
per struttura (porosa o compatta) delle particelle. Le polveri utilizzate sono state sintetizzate 
mediante processi che ne garantiscono l’elevata purezza, e sono state ben caratterizzate per 
definirne accuratamente le proprietà fisiche. I trattamenti sono stati effettuati in un intervallo 
di dosi crescenti (5,10,20,40,80 µg/cm2) a due tempi sperimentali. Inoltre, le cellule sono state 
esposte ad un campione di silice cristallina (quarzo), la cui citotossicità e genotossicità è nota, 
ed ad un campione di silice vetrosa amorfa di uguali dimensioni e caratteristiche 
morfologiche. 
Le indagini hanno riguardato la valutazione di due end point di genotossicità; l’integrità del 
DNA, analizzata mediante il Comet assay e la comparsa di danni a livello cromosomico, 
valutata con il Test del micronucleo. È stata inoltre analizzata la localizzazione intracellulare 
delle polveri mediante osservazioni al microscopio elettronico a trasmissione. 
I risultati hanno evidenziato che le polveri composte da silice amorfa sono in grado di 
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provocare alterazioni genotossiche nei due tipi cellulari indagati. Inoltre, i dati del presente 
lavoro mostrano come caratteristiche fisiche quali la porosità, l’area superficiale e la 
dimensione delle particelle, giocano un ruolo importante nella modulazione del potenziale 
genotossico. Infatti, per una stessa tipologia strutturale, le particelle più piccole si sono 
dimostrate maggiormente citotossiche e genotossiche mentre, a parità di dimensione, le 
particelle con struttura mesoporosa provocano alterazioni di maggiore entità rispetto a quelle 
compatte. Infine, i risultati ottenuti hanno confermato la tossicità della silice cristallina.  
Complessivamente, la tesi mette in evidenza come l’ abito cristallino non sia l’unico requisito 
per definire la genotossicità delle polveri di silice e delinea la necessità di approfondire 
ulteriormente le indagini volte a verificare la pericolosità della silice amorfa per la salute 
umana, in relazione ad un’esposizione in costante crescita. 
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ABSTRACT 
 
Particulate amorphous silica is largely used in many products including foods, cosmetics, 
paints; moreover, mesoporous silica particles are also selected as biotechnological tools, being 
used as vectors for drug delivery. The increase of amorphous silica-based products is 
connected with an increasing human exposure, which is not confined to occupational 
environment any more. However, the evidence about the potential health hazards associated 
with nanosized and sub-microsized amorphous silica are still limited and published results 
often conflicting.   
The aim of the study was to investigate the genotoxic potential of different types of silica 
particles as a function of their physical characteristics such as diameter (250 nm, 500 nm) and 
structure/superficial morphology (dense and mesoporous) by in vitro experimental approach.  
Murine alveolar machrophages (RAW 264.7) cell lines and human epithelial lung cells 
(A549) have been selected as representative of occupational and environmental exposure. 
Genotoxicity was evaluated by Comet assay and Micronucleus test. Cytotoxicity was tested 
using Trypan blue method.. 
Cell lines were treated with 5-10-20-40-80 µg/cm2 of different silica-based compounds for 4 
and 24 hrs.  
In addition, the cito- and genotoxicity of crystalline silica (quartz), a well know carcinogen 
substance, and vitreous amorphous silica was also assessed. Moreover, the intracellular 
localization of silica powder was investigated by transmission electron microscopy. 
Results showed that amorphous silica particles are able to penetrate into the cell where they 
are compartmentalized within membrane limited vacuoles. Dense and mesoporous silica 
induce DNA alterations in both cell lines studied, although, without well defined dose-
response trend. The present investigation also shows that physical characteristics play an 
important role in modulating DNA damage. Indeed, mesoporous silica particles (characterized 
by a extremely wide total surfare area and roughness) are significantly more effective in terms 
of DNA damage than dense ones (characterizrd by a smaller total surface area and 
smoothness). Particle diameter has been also demostrated able to modulate toxicity of silica 
powders, with smaller (250) particles being more toxic than larger (500) ones. Consequently, 
the total surface area of the powder sample, which is strictly related to particle size, is also a 
key factor in determining particulate silica toxicity. 
In general, this thesis underlines that crystalline structure is not the unique characteristic 
definining genotoxicity of silica powders and that amorphous silica also possess a certain 
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genotoxic potential. Although in vitro results cannot be extended to the organism, the 
genotoxicity of amorpous silica is of some concern for human health and highlight the need 
that the increasing used of silica is united by a proper assessment of its hazard. 
 7 
INTRODUZIONE  
 
IL BIOSSIDO DI SILICIO 
 
La combinazione tra silicio e ossigeno origina il biossido di silicio, SiO2, chiamato 
comunemente “silice”, che può essere classificata rispetto all’organizzazione spaziale degli 
atomi, come cristallina o amorfa. Nella forma cristallina gli atomi di ossigeno e silicio sono 
organizzati in un reticolo geometrico fisso, mentre nelle forme amorfe non è presente un 
preciso ordine spaziale degli atomi. Nei materiali cristallini teoricamente può costituirsi 
un’infinita varietà di strutture tridimensionali tetraedriche, ma il numero dei silicati cristallini 
conosciuti è ad oggi limitato, prefigurando molte possibilità di ricerca e sviluppo nel settore 
dei nuovi materiali.  
La silice amorfa presenta una molteplicità di forme; superficialmente può essere liscia o 
presentare irregolarità porose di differenti dimensioni (micropori <2 nm di diametro; 
mesopori compresi tra 2 e 50 nm; macropori >50 nm). Le particelle di silice amorfa possono 
variare anche di dimensione e possedere una superficie idrofila o idrofoba (Iler, 1979). Il 
biossido di silicio può inoltre essere distinto rispetto alla sua origine come sintetico o naturale 
(Mclaughilin et al., 1997).  
Per quanto riguarda i processi di sintesi, la silice viene principalmente prodotta partendo 
tetracloruro di silicio in una soluzione acquosa (figura 1, Napierska et al., 2010). A seguito 
delle principali procedure di produzione si originano composti che si differenziano per 
caratteristiche quali: la porosità, la cristallinità e le dimensioni. Processi di sintesi della silice 
colloidale o “silica sol” generano particelle amorfe perfettamente sferiche di dimensioni tra 
loro identiche; mentre dalla procedura di Ströber si ottengono particelle di silice amorfa 
monodisperse, la cui dimensione e porosità possono essere accuratamente definite. Partendo 
dalla silice colloidale si può ottenere una rete tridimensionale di particelle, chiamata “gel di 
silice”, oppure per precipitazione si hanno particelle singole; si ottiene invece silice 
mesoporosa dall’assemblaggio di micelle o a seguito di combustione controllata 
(calcinazione). Una via di sintesi completamente diversa di silice amorfa si ottiene a partire da 
SiCl4 nella fase di vapore dalla quale deriva silice pirogenica o “fumed silica”. 
La sintesi di silice cristallina densa, come il quarzo sintetico, richiede l’innalzamento di 
temperatura oppure di pressione a partire da una sospensione acquosa di silice amorfa. La 
forma più comune di quarzo, l’alfa quarzo, si forma con moderati livelli di pressione e 
temperatura, con l’innalzamento dei parametri l’alfa quarzo diviene rispettivamente beta 
quarzo, tridimite ed infine cristobalite. Tutti questi composti hanno la stessa composizione ma 
diversa struttura cristallina. Un composto cristallino poroso è il “porosils” cristallizzato in 
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mezzo acquoso alla presenza di molecole organiche atte a generare pori ed eliminate 
attraverso successiva calcinazione. Ogni tipo di silice (amorfa o cristallina), quando riscaldata 
a 1700°C fonde. Durante il successivo raffreddamento, la struttura disordinata si solidifica e si 
forma la “silice vetrosa” una silice amorfa densa. 
 
Figura 1: Schema generale dei processi di sintesi della silice (tratto da Napierska et al., 2010) 
 
 
LA SILICE CRISTALLINA: CARATTERISTICHE ED IMPIEGHI  
 
Tra i molti polimorfismi della silice cristallina riscontrabili in natura, il quarzo è la forma più 
comune. Essendo un minerale duro, inerte ed insolubile, resiste ai maggiori processi corrosivi 
e lo si può trovare presente in molti tipi di rocce, quali graniti, arenarie e quarziti. Inoltre 
rappresenta il maggiore componente dei suoli, infatti si stima che costituisca il 90-95% di 
tutte le sabbie e terreni e che occupi in totale il 12% del volume della crosta terrestre (Klein, 
1993). 
Grazie ad alcune proprietà fisiche peculiari, piezoelettricità e piroelettricità, il quarzo è 
utilizzato in moltissime apparecchiature elettroniche e di fatto in tutti gli strumenti digitali. 
Inoltre trova ampie applicazioni nell'industria dei rivestimenti che ne sfruttano le proprietà 
fisico-meccaniche per produrre pavimentazioni e piani da lavoro. Un ulteriore impiego del 
quarzo, date le caratteristiche ottiche di elevata trasmissibilità nel visibile e soprattutto 
nell'ultravioletto, è la realizzazione di parti ottiche di strumentazioni e materiali per usi 
scientifici.  
Oltre alle forme sintetiche, la silice cristallina naturale è resa disponibile grazie alle intense 
attività estrattive delle miniere sia di superficie che di profondità. 
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La tabella 1 riassume i principali settori di applicazione e le principali attività che possono 
rappresentare sorgenti di esposizione a silice cristallina. 
 
Tabella 1: Principali settori di applicazione e attività che portano all’esposizione occupazionale di silice 
cristallina (IARC 1997, modificata) 
 
Industria/attività  Operazioni specifiche/compito Fonte minerale 
Abrasivi  Creazione di prodotti abrasivi Sabbia, rocce arenarie 
Agricoltura Aratura, raccolta, utilizzo di macchinari Suolo 
Cemento Elaborazioni della materia prima 
 
Argilla,sabbia, farina fossile 
Ceramiche (incluso sanitari, 
porcellane,) 
Miscelazione, modellatura, finitura Argilla, scisto, silice, quarzite, 
farina fossile. 
Elettronica  Applicazione della materia prima Quarzo sintetico 
(principalmente) 
Estrazione di cava Molteplici occupazioni (estrazione, 
frantumazione, levigazione, taglio, etc) 
Arenarie, graniti, farina fossile 
Ferro e acciaierie Preparazione refrattaria, riparazione della 
fornace 
Materiale refrattario 
Fonderie Fusione, agitazione, purificazione, rifinitura, 
riparazione della fornace 
Sabbia , 
Materiale refrattario 
Gomma e plastica Elaborazione della materia prima Farina fossile 
Tripoli 
Materiale dentario Pulizia Sabbia, abrasivo 
Miniera di profondità Molteplici occupazioni (estrazione, 
frantumazione, levigazione, taglio, etc) 
Minerali metalliferi e rocce 
associate 
Oreficeria Lucidatura, pulitura, affilatura Gemme semi-preziose,abrasivi 
a base di silice 
Produzione di metallo (inclusi 
macchinari, cantieri navali, etc…) 
Abrasione Sabbia 
Riparazioni auto Abrasivo Sabbia 
Saponi e cosmesi Saponi abrasivi, polveri abrasive Silice sintetica 
Settore edile,Costruzione  Abbattimento di strutture, palazzi,  
costruzione di autostrade o gallerie,  
muratura, demolizioni 
Sabbia, calcestruzzo 
Rocce 
Calcestruzzo,malta, gesso 
Silicio e ferro-silicio Trattamenti della materia prima Sabbia 
Vernici Elaborazione della materia prima Farina fossile 
Tripoli 
Vetro (inclulse fibre di vetro) Elaborazioni della materia prima 
 
Sabbia, quarzo frantumato 
 
 
 
LA SILICE AMORFA: CARATTERISTICHE ED IMPIEGHI  
 
La silice amorfa può avere origine biogenica ed essere presente in rocce (farina fossile) derivate 
dalla sedimentazione progressiva di involucri di alghe unicellulari (diatomee) o origine 
vulcanica. Oltre ai giacimenti di rocce diatomacee, la silice amorfa è accumulata in piante 
superiori quali riso e grano (Parry and Hodson, 1982; Rabovsky, 1995). Raramente la silice 
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amorfa riscontrata in natura è pura, solitamente sono presenti residui di silice cristallina od 
altre impurità. 
Il biossido di silicio amorfo puro è comunemente sintetizzato per essere impiegato come 
additivo in una serie di prodotti di interesse commerciale (tabella 2) tra i quali la gomma, le 
resine, il silicone e le vernici. Inoltre, la silice amorfa è anche un costituente minore di una 
varietà di prodotti di uso domestico tra cui dentifrici e prodotti farmaceutici. Anche l’impiego 
della silice amorfa nel settore alimentare non è irrilevante. Infatti, l’agenzia statunitense Food 
and Drug Administration (FDA) ne autorizza l’uso come eccipiente di una vasta gamma di 
alimenti industriali. 
 
Tabella 2: Principali settori di applicazione e possibili attività che portano all’esposizione occupazionale della 
silice amorfa (IARC 1997, modificata) 
 
Industria/attività  Operazioni specifiche/compito Fonte  
Agricoltura Raccolta manuale o meccanica, mietitura e 
bruciatura di canna da zucchero, riso ed altre 
piante contenenti silice. 
Fibre di origine biogenica 
Cemento Elaborazioni della materia prima 
 
Farina fossile oltre ad argilla e 
sabbia 
Gomma e plastica Elaborazione della materia prima Farina fossile 
Impianti chimici - cosmetici Preparazioni farmaceutiche  Silice amorfa sintetica 
Impianti industriali alimentari Preparazione e trasformazione di prodotti 
alimentari 
Silice amorfa sintetica 
Industria ferrosilicone Manutenzione impianti Vapori di silice 
Industria meccanica Taglio laser Quarzo fuso 
Stabilimenti di farina fossile Estrazione e trasformazione Silice di origine biogenica  
Vernici Elaborazione della materia prima Farina fossile 
 
Con lo sviluppo del settore legato alle nanotecnologie e l’enorme interesse nell’applicazione 
dei nanomateriali in diverse industrie, le particelle di silice di dimensioni nanometriche sono 
state sintetizzate per molteplici applicazioni. Secondo la recente letteratura, sono 
comunemente considerati nanomateriali quelle particelle aventi grandezza compresa tra 1 e 
100 nm in una o più dimensioni. Le proprietà fisiche dei nanomateriali possono differire dalla 
loro controparte microdimensionata a causa degli effetti legati alla dimensione o all’area 
superficiale. 
In molti usi industriali le nanoparticelle primarie di silice amorfa sono impiegate come 
aggregati di dimensione micrometrica (Barnes et al., 2008). Il biossido di silicio 
nanoparticellato ha trovato estesi campi di applicazione tanto da classificarsi tra i primi cinque 
prodotti maggiormente impiegati nel settore della nonotecnologia (Park et al., 2010). 
La silice amorfa nanoparticellata (SNP) è prodotta su scala industriale per una grande varietà 
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di processi produttivi, come la lucidatura chimica-meccanica, e per la produzione di merci 
varie, tra cui articoli sportivi, preparati farmaceutici, inchiostri per stampanti, vernici e cibi.  
Di particolare interesse è il recente sviluppo di applicazioni biotecnologiche che prevedono 
l’uso di particelle mesoporose di silice amorfa come vettore per veicolare sequenze geniche 
all’interno di cellule bersaglio (transfezione) o farmaci che devono essere specificamente 
rilasciati all’interno di cellule tumorali (drug delivery) (Hirsch et al., 2003; Moghimi et 
al.,2005; Ravi Kumar et al, 2004; Slowing et al., 2008, Vijayanathan et al. 2002). Come altri 
nanomateriali anche per la silice è legittimo ipotizzare che con lo sviluppo tecnologico 
sorgeranno ulteriori campi di applicazione. 
 
ESPOSIZIONE UMANA 
 
A causa dell’abbondante presenza di silice nella crosta terrestre e del suo vasto utilizzo nei 
processi industriali, sia i lavoratori che la popolazione ne sono esposti attraverso una grande 
varietà di attività e settori professionali. Già tra il 1980 ed il 1992, il dipartimento di salute e 
sicurezza sul lavoro degli Stati Uniti riscontrò che il quarzo inalabile era presente in campioni 
provenienti da 255 industrie di diverso tipo, escluse le miniere, e che nel 48% di queste 
industrie l’esposizione generale media oltrepassava i livelli di esposizione ammissibili 
(Freeman and Grossman, 1995). 
L’esposizione occupazionale alla silice non è esclusiva del settore industriale, infatti anche a 
seguito di operazioni agricole la frazione inalabile di suoli ricchi di quarzo può essere resa 
disponibile (tabella 1 da IARC 1997). Gli addetti del settore agricolo sono esposti anche a 
silice amorfa attraverso tutte quelle operazioni quali, ad esempio, la mietitura e 
l’incenerimento di scarti vegetali di piante contenenti silice (Rabovsky, 1995). 
L’impiego di prodotti domestici per l’igiene e la cura della persona od il consumo di cibi 
industriali possono portare la popolazione all’ingestione di composti silicei o all’assorbimento 
cutaneo. 
In aggiunta alla produzione od al consumo intenzionale di manufatti e prodotti a base di silice, 
esiste un rilascio non intenzionale di silice amorfa nell’aria a seguito di processi metallurgici e 
fumi provenienti da impianti di raffinazione. Da questa breve introduzione è facilmente 
comprensibile come sia gli addetti al settore agricolo (Rabovsky, 1995) che i minatori ed i 
lavoratori impiegati in una larga varietà di industrie ed occupazioni basate sull'uso della silice, 
siano esposti a varie tipologie di silice amorfa e cristallina. Inoltre, anche la popolazione non 
interessata dall’esposizione occupazionale ha varie occasioni di entrare in contatto 
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accidentalmente con polveri di SiO2 amorfa sia per via inalatoria (a seguito del rilascio in 
atmosfera) sia attraverso il tratto digerente. 
Con lo sviluppo del settore legato alle nanotecnologie, inoltre, particelle di silice di 
dimensione <100 nm sono state sintetizzate per molteplici applicazioni, aggiungendo ulteriori 
possibilità di esposizione e complicando la valutazione dei possibili effetti nocivi per la salute 
umana. 
Per quanto riguarda le particelle nanodimensionate di silice, le stesse proprietà che le rendono 
attraenti per l’impiego industriale possono infatti rappresentare un nuovo rischio per la salute 
umana in conseguenza di una ancor più elevata capacità di distribuirsi nell’organismo, di 
penetrare all’interno della cellula ed interferire con i processi biologici (Napierska et al., 
2010). 
L’impatto ambientale e sulla salute umana dei nanomateriali genera grande interesse dato che 
le nanoparticelle più piccole possono presentare lo stesso intervallo dimensionale di 
importanti strutture subcellulari e dal momento che il loro meccanismo d’azione può essere 
potenzialmente diverso dai loro equivalenti di dimensioni micrometriche . 
 
TOSSICITÀ DELLA SILICE 
 
Da quando, nel 1969, lo IARC (International Agency for Research on Cancer) ha inaugurato 
il programma di pubblicazione di specifiche monografie con l’obbiettivo di elaborare una 
rassegna critica dei dati di carcinogenesi per singoli agenti ai quali l’uomo è esposto o per 
specifiche situazioni di esposizione, sono stati pubblicati due trattati sulla silice, nel 1987 e 
nel 1997. Nei dieci anni che trascorsero tra i due documenti si evincono sostanziali differenze 
in merito alla valutazione attribuita all’esposizione alla silice cristallina, inizialmente 
ricondotta al gruppo dei composti “probabilmente cancerogeni per l’uomo (2A)” e definita nel 
1997, “cancerogena per l’uomo (1)” grazie alla disponibilità di maggiori evidenze 
sperimentali inerenti la sua pericolosità. Ciò che non cambia, come si evince dalla tabella 3, è 
il grado di rischio associato all’esposizione a silice di forma amorfa, che risulta non 
classificabile a causa della scarsa disponibilità di dati scientifici. 
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Tabella 3: Valutazioni degli agenti considerati, Tratto e modificato da Monografia IARC, volume 42 (1987) e 
Monografia IARC volume 68 (1997) modificata. S: dati sufficienti, L: dati limitati, I: dati inadeguati. 
 
Questa classificazione è stata recentemente confermata da Straif e collaboratori (2009). Come 
è possibile osservare nella tabella 3, fino a poco tempo fa le ricerche riguardanti le polveri di 
silice erano limitate alle particelle di origine naturale di natura cristallina e di dimensioni 
comprese tra 0,5 e 10 µm.  
Inizialmente tali studi furono alimentati dalla chiara associazione tra l’esposizione 
occupazionale per inalazione e l’insorgenza di effetti cronici di carattere infiammatorio sulla 
salute umana, principalmente a carico dell’apparato respiratorio inclusa l’insorgenza di cancro 
ai polmoni, lo sviluppo di patologie quali silicosi, bronchite cronica, enfisema polmonare, 
malattie croniche di ostruzione polmonare (McDonald, 1996, Hnizdo e Vallyathan, 2003).  
La silicosi è una malattia occupazionale, consistente in una fibrosi polmonare progressiva 
(pneumoconiosi), associata all’inalazione di particelle di silice libera le quali sono fagocitate 
dai macrofagi alveolari e accumulate nel tessuto interstiziale. A causa del rilascio di enzimi 
citotossici da parte dei macrofagi è indotta una fibrosi del parenchima polmonare. Quando un 
macrofago muore, le particelle di silice vengono liberate e fagocitate da altri macrofagi e il 
processo può evolversi interessando aree polmonari sempre più vaste. Inoltre, l’esposizione 
alla silice cristallina è associata a vari disturbi di tipo autoimmune tra i quali sclerosi sistemica, 
artriti reumatoidi, lupus, malattie croniche del rene (Steenland and Goldsmith, 1995) od a 
sclerodermia (Haustein et al., 1990).  
Molteplici sono gli studi epidemiologici nei quali si dimostra la carcinogenicità del quarzo e 
della cristobalite (Checkoway 2000; Park et al., 2002; Soutar et al., 2000; Hessel et al., 1987; 
Hnizdo et al., 1993; Hnizdo et al., 1998) a causa della persistenza dei processi infiammatori 
legati alla attivazione dei macrofagi; processo che perdura nel tempo anche in assenza di 
Agente Grado di cancerogenesi Valutazione globale di cancerogenesi per 
l’uomo 
 Uomo Animali  
Silice cristallina S  Probabilmente cancerogeno per l’uomo (2 A) (1987); Cancerogeno per l’uomo (1) (1997)  
Inalata da fonti 
occupazionali di quarzo o 
cristobalite 
S   
quarzo o cristobalite  S  
Silice amorfa 
 I  
Non classificabile rispetto alla cancerogenicità 
per l’uomo (3) (1987, 1997) 
Origine naturale (farina 
fossile)  I  
Origine sintetica  I  
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successive esposizioni alla silice.  
Come lo IARC pone in evidenza con la monografia del 1997, la silice amorfa è stata fino ad 
oggi molto meno studiata di quanto lo sia stata la forma cristallina ed a causa della scarsa 
raccolta di dati riguardo al rischio associato alla sua esposizione resta ancora di difficile 
classificazione rispetto alla sua potenziale tossicità come confermato da Straif e collaboratori 
(2009) in una recente review sui cancerogeni per l’uomo. Tale carenza ha come conseguenza 
l’assenza di leggi che ne regolamentino i limiti di esposizione occupazionale e quotidiana e fa 
emergere quindi la necessità e l’importanza di ottenere dati relativi ai possibili effetti biologici 
indotti dall’esposizione a silice amorfa. 
Uno dei maggiori problemi nella valutazione degli effetti sulla salute della silice amorfa di 
origine biogenica è rappresentato dalle impurità dovute alla presenza di silice cristallina, la 
cui tossicità è ben nota. Pertanto, è assai difficile definire se le patologie riscontrabili nei 
lavoratori esposti a silice amorfa di origine biogenica, come la farina fossile, (pneumoconiosi, 
bronchiti ostruttive croniche o enfisema) siano attribuibili alle particelle di silice amorfa 
oppure alla componente cristallina, anche se presente come frazione minore (Merget et al., 
2002). Conseguentemente, per definire l’effettiva tossicità di questo composto sempre 
maggiormente impiegato in prodotti di uso quotidiano, appare necessario utilizzare, nella 
sperimentazione, polveri di origine sintetica estremamente pure, prive della frazione 
cristallina. 
Indagini in vivo effettuate seguendo questa accortezza hanno evidenziato che l’esposizione 
inalatoria a silice amorfa pura induce la comparsa di processi infiammatori acuti e reversibili 
(Artset al, 2007; Johnston et al., 2000), la formazione di granulomi ed enfisemi, senza tuttavia 
evolvere nello sviluppo di fibrosi polmonare (Lee and Kelly, 1992; Reuzel et al., 1991) 
probabilmente a causa della bassa biopersistenza della silice amorfa nel distretto polmonare. 
Una raccolta di dati relativi al profilo tossicologico della silice amorfa si può ritrovare nel 
lavoro di Warheit, che nel 2001 descrisse gli esiti connessi all’inalazione di particelle di silice 
amorfa concludendo che alcune sue forme sono più potenti di altre nel produrre effetti 
polmonari. 
Infatti, per le particelle di sintesi, sia su scala nanometrica che micrometrica, le proprietà 
fisico-chimiche della silice amorfa variano in un intervallo dipendente dal processo di 
produzione che ne determina la successiva applicazione. Caratteristiche quali l’area, la 
morfologia, la dimensione e la capacità di aggregazione rappresentano parametri rilevanti per 
la comprensione dei meccanismi d’azione che regolano la tossicità delle polveri di silice. 
Sembra così che il processo di sintesi o l’origine delle particelle giochino un ruolo cruciale nel 
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determinarne le potenzialità di interagire ed interferire con i sistemi biologici. 
Per quanto riguarda le piccole dimensioni, non solo per la silice, ma per tutti i materiali 
nanondimensionati c’è incertezza riguardo alla potenziale tossicità e l’attuale dibattito sugli 
approcci attraverso i quali valutarla non è privo di posizioni contrastanti (Barnes et al.2008). 
Infatti, il massiccio uso di nanoprodotti permette da un lato lo sviluppo di tecnologie 
moderne, ma può rappresentare un ulteriore rischio per la salute umana come conseguenza di 
una più elevata capacità delle nanoparticelle di distribuirsi nell’organismo e penetrare all’interno 
della cellula (Napierska et al., 2010). A questo proposito lo sviluppo della nanotecnologia ha 
prodotto un recente incremento nell’attenzione per il potenziale rischio associato 
all’esposizione a nanoparticelle di silice. Tuttavia, anche in questo ambito i dati sono alquanto 
variabili; infatti, mentre la tossicità sembra generalmente decrescere all’aumentare della 
dimensione delle particelle, Karlsson e collaboratori (2009) hanno dimostrato che le particelle 
di taglia nanometrica non inducono necessariamente effetti più gravi (in termini di 
citotossicità e danno al DNA) se comparate con la loro controparte micrometrica. 
Come conseguenza dell’ignoranza di quale tra le caratteristiche delle nanoparticelle giochi un 
ruolo nell’insorgenza degli effetti tossici, le autorità competenti stanno contemplando se la 
sicurezza di tutti i diversi tipi di nanomateriali debba essere valutata separatamente o se sia 
possibile l’estrapolazione dei dati sulla sicurezza da un tipo all’altro, ma data l’incertezza 
l’approccio di un singolo caso alla volta sarebbe da preferire (Scientific comittee on emerging 
and newly identified health risks SCENIHR, 2009 da Park et al 2010). 
Data l’importanza commerciale della silice amorfa sia a scala nanometrica che micrometrica, 
la sua ampia diffusione nell’ambiente e i dati alquanto variabili circa gli effetti cellulari 
indotti, emerge la necessità di estendere ed approfondire le indagini volte a identificare le 
caratteristiche chimico-fisiche più importanti nell’induzione del danno cellulare. 
Considerando inoltre il fatto che Ghiazza e collaboratori (2010) hanno recentemente 
sottolineato che la cristallinità non sia necessariamente un prerequisito per l’azione tossica 
delle particelle di silice, sembrerebbe che altre caratteristiche possano essere correlate con 
l’entità del danno cellulare; tra queste l’area superficiale, l’irregolarità della superficie, la 
porosità. 
Al fine di chiarire i possibili effetti biologici, gli effetti genotossici e l’insorgenza di una 
possibile attività cancerogena a seguito di esposizioni a particolati a base di silice, 
caratterizzati da un grande polimorfismo per quanto riguarda la composizione chimica e la 
reattività di superficie, è importante colmare la mancanza di dati scientifici analizzando 
particelle con struttura e composizione strettamente controllate ed indipendenti, e paragonare 
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le loro proprietà a quelle di materiali omologhi di dimensioni micrometriche.  
 
DANNO AL DNA 
 
Come precedentemente fatto notare, dall’ultima monografia IARC del 1997 ad oggi non sono 
disponibili indagini esaustive sulle proprietà cancerogene delle diverse forme di silice amorfa 
e sulla loro possibilità di interagire direttamente o indirettamente con il materiale genetico, 
mentre per quanto riguarda la silice cristallina anche recentemente è stato ulteriormente 
confermato come a seguito di esposizione possano insorgere effetti genotossici (Wang et al 
2007). 
Risulta centrale, quindi, studiare le polveri di silice amorfa dal punto di vista delle possibili 
interazioni con il DNA dal momento che l’incremento del danno genetico appare associato 
allo sviluppo di molteplici patologie umane ed in particolare con lo sviluppo del cancro. 
Molti composti sia naturali che di sintesi sono, a differenza della silice amorfa, ben conosciuti 
rispetto alla loro potenziale genotossicità e sono classificati a seconda che interagiscano 
direttamente con la molecola di DNA, o indirettamente attraverso i propri metaboliti, la 
produzione di specie reattive dell’ossigeno che possono danneggiare il DNA o inibendo i 
sistemi di riparazione. In più, è noto che diversi tipi di contaminanti chimici possono 
apportare danni al materiale genetico attraverso meccanismi multipli (Lee and Steinert, 2003).  
Il metabolismo cellulare delle sostanze già classificate come genotossiche è un fenomeno 
complesso e la mancanza di una detossificazione completa può portare alla formazione di 
metaboliti elettrofili altamente reattivi che possono attaccare i centri nucleofili in 
macromolecole come DNA, lipidi, proteine e RNA (Shugart, 1995). 
L’interazione delle sostanze genotossiche con il DNA si manifesta primariamente attraverso 
alterazioni strutturali della molecola: addotti, alterazione chimica delle basi azotate, legami 
crociati e rotture a livello di singolo e doppio filamento (strand breaks).  
Per la silice amorfa ancora non sono note informazioni al riguardo e date le elevate possibilità 
di esposizione non solo per gli operatori di settori specifici, ma per tutta la popolazione appare 
importante valutarne l’eventuale genotossicità.  
Sono state sviluppate diverse metodologie per valutare il potenziale genotossico di sostanze 
non ancora caratterizzate dal punto di vista dell’interazione con il DNA applicabili in singole 
cellule. Tali metodi possono basarsi su indagini a livelli molecolari o biochimici rintracciando 
delle microlesioni, oppure fondate su effetti visibili a livello cromosomico (macrolesioni) 
individuando alterazioni successive (Brusick, 1978). 
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Il primo gruppo riunisce quei metodi che individuano danni di tipo precoce e che possono 
essere applicati a cellule in interfase per rintracciare microlesioni; questi metodi includono il 
single cell gel electrophoresis (più comunemente noto come Comet assay), alkaline elution, 
unwinding assay e l’analisi degli addotti al DNA. Il secondo gruppo di test riguarda i metodi 
per evidenziare le macrolesioni come aberrazioni strutturali e numeriche dei cromosomi, 
scambi di cromatidi fratelli e presenza di micronuclei; questi metodi richiedono cellule in 
divisione.  
Per una comprensione adeguata della genotossicità di una sostanza, l’analisi dovrebbe 
prevedere l’applicazione di più metodi in parallelo, in modo da valutare diversi end-point che 
differiscano per specificità e sensibilità.  
Entrando maggiormente nel dettaglio, l’effetto genotossico di sostanze, tra le quali anche il 
biossido di silicio nelle sue varie forme, può essere misurato attraverso l’analisi delle 
alterazioni complessive a carico della molecola di DNA, qualunque sia il processo attraverso 
il quale vengono generate. 
Tra gli end-point di genotossicità più frequentemente indagati vi è la valutazione di rotture a 
singolo e doppio filamento nella doppia elica (single e double strand breaks); questo si deve 
sia alla relativa semplicità delle tecniche che consentono questo tipo di valutazione, sia al 
fatto che la perdita di integrità del DNA indotta da una certa sostanza è positivamente 
correlata con le sue proprietà mutageniche e carcinogeniche.  
La maggior parte delle procedure volte a determinare il grado di frammentazione del DNA 
prevede il trattamento del campione ad un pH elevato; in tali condizioni la percentuale di 
DNA a singolo filamento che si separa dalla doppia elica è proporzionale al numero di rotture 
nella molecola di DNA. Inoltre, a pH > 13 , i siti labili agli alcali, come siti caratterizzati dalla 
presenza di addotti, vengono solitamente convertiti in strad breaks (Shugart, 1994).  
L’elettroforesi su gel rappresenta una delle tecniche più frequentemente utilizzate per la 
valutazione quantitativa degli SB; applicata a cellule isolate , consente la misura del danno 
genetico su singola cellula. In condizioni alcaline, l’elettroforesi del DNA su gel di agarosio 
risulta in una migrazione dei frammenti di DNA denaturato verso l’anodo. Analizzando i 
preparati al microscopio a fluorescenza, previa specifica colorazione, le cellule danneggiate 
producono un’immagine a forma di cometa, a causa della migrazione verso il polo positivo 
dei frammenti di DNA; questo aspetto caratteristico giustifica il nome comune di “Comet 
Assay” (Single Cell Gel Electrophoresis Assay, SCGE) (figura 2). 
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Figura 2 :Comet assay. Immagini di cellule caratterizzate da un differente grado di danno: I) nucleo con DNA 
non danneggiato; II nuclei con DNA lievemente danneggiato e III) nucleo con DNA altamente frammentato 
migrato verso l’anodo. 
 
Attualmente la versione maggiormente applicata del SCGE per la quantificazione di danno al 
DNA in singole cellule è quella di Singh et al. (1988) successivamente modificata da Tice e 
collaboratori (2000), che fornisce in condizione alcaline una misura completa del danno al 
DNA misurando le rotture a singolo e doppio filamento, siti labili agli alcali, legami crociati e 
siti riparati in maniera incompleta. 
La versione alcalina del Comet assay individua differenti tipi di danno al DNA, necessita di 
un numero di cellule limitato ed è applicabile in cellule eucariotiche trattate con agenti 
genotossici in vitro o in vivo; presentando tali vantaggi e anche grazie alla sua facilità di 
applicazione, è sempre maggiormente usata nel monitoraggio umano (Collins and Azqueta, 
2011). 
L’utilizzo di questa tecnica per la valutazione del danno al DNA presenta, comunque, dei 
limiti dovuti alla caratteristica di essere un test altamente sensibile, ed al fatto che evidenzia 
un tipo di danno reversibile. Pertanto, per una migliore valutazione del potenziale genotossico 
delle sostanze, è opportuno affiancare questa tecnica ad un saggio addizionale che rintracci un 
end-point di genotossicità irreversibile (Park et al., 2010). 
Per una maggiore completezza e correttezza nella valutazione sulla potenziale genotossicità di 
una sostanza nuova o emergente, sia di sintesi che naturale, i risultati del Comet assay 
possono essere, infatti, correlati con saggi che rintraccino danni a livello cromosomico così da 
incrementare l’efficacia della valutazione del rischio associato alla sostanza analizzata. Il test 
del micronucleo, le aberrazioni cromosomiche e la valutazione del grado di addotti e di 
mutazioni sono tra i saggi a livello cromosomico maggiormente impiegati.  
I micronuclei si osservano come piccoli agglomerati di cromatina al di fuori del nucleo 
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principale di una cellula, circondati da membrana nucleare (Evans, 1997) che protegge il 
contenuto dei micronuclei nel citosol e permette la replicazione e la trascrizione del DNA 
micronucleare, che avviene in sincrono con quella del DNA della cellula madre. Possono 
essere formati da uno o più frammenti cromosomici acentrici o da cromosomi interi che, a 
causa di un’anomala divisione mitotica, non vengono inclusi nel nucleo principale al 
momento della sua formazione (figura 3). 
La comparsa di micronuclei, contenenti cromosomi interi, è dovuta principalmente ad 
alterazioni a carico delle proteine del cinetocore o ad anomalie dell’apparato mitotico 
(Fenech, 1993), oppure ad alterazioni della fisiologia cellulare (Albertini et al., 2000). I 
frammenti acentrici, invece, possono essere dovuti a rotture a doppio filamento, indotte da 
mutageni esogeni ed endogeni che non sono state riparate (Fenech, 1993). 
Il danno cromosomico basale o indotto può essere valutato in termini di frequenza di cellule 
micronucleate attraverso l’applicazione del Test del Micronucleo (Schmid, 1975) sia in vivo 
che in vitro. Un aumento della frequenza di cellule contenenti micronuclei può essere un buon 
biomarker di genotossicità, il test del micronucleo rappresenta un endpoint di genotossicità 
irreversibile ed è comunemente usato per valutare se le sostanze chimiche abbiano la 
potenzialità di indurre alterazioni cromosomiche che consistono in effetti clastogeni (che 
danneggiano direttamente il DNA inducendo rotture cromosomiche) o effetti aneuploidogeni 
(che, invece, alterano il numero cromosomico non agendo direttamente sul DNA, ma per 
esempio, andando a danneggiare le fibre del fuso). 
Oltre a rappresentare un biomarcatore di genotossicità questo test è ampiamente utilizzato sia 
in vivo che in vitro ed è stato recentemente suggerito come test predittivo per la valutazione di 
processi dannosi per la salute umana non ultimo il rischio di insorgenza di cancro (Fenech et 
al., 2011; Bonassi et al., 2011). 
Negli studi in vitro il test del micronucleo è applicato bloccando la divisione cellulare a 
seguito del trattamento con citocalasina-b per permettere la discriminazione tra il danno 
basale e l’insorgenza di micronuclei espressi a seguito del trattamento con la sostanza 
indagata. 
  
Figura 3: Cellula binucleata a seguito di inibizione della divisione cellulare con trattamento con citocalasina-b: 
A B 
 20 
senza micronuclei (A); cellula con un micronucleo (B). 
 
 
Volendo approfondire quindi la relazione esistente tra l’esposizione a polveri a base di silice 
amorfa e l’insorgenza di effetti biologici a livello genetico, per poter in seguito caratterizzare 
tali sostanze in un ottica di cancerogenicità, è importante individuare saggi che diano 
informazioni tra loro complementari. 
Considerando inoltre la grande varietà delle forme di silice, il grado di cristallinità, lo stato 
superficiale e la purezza, appare evidente la necessità di conoscere le conseguenze che 
potrebbero insorgere nell’organismo umano a seguito di esposizione visto l’ampia e crescente 
applicazione di tali composti sia a scala micrometrica che nanometrica, non ultimo il 
riferimento al campo biomedico. 
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SCOPO 
 
Il presente lavoro si prefigge un duplice obiettivo:  
a) valutare il potenziale genotossico associato all’esposizione a silice amorfa pura nel 
tentativo di colmare la carenza di dati relativi al rischio per la salute umana; 
b) definire il ruolo di caratteristiche fisiche quali l’abito cristallino, la dimensione, la 
morfologia e l’area superficiale delle particelle di silice nella modulazione degli effetti 
biologici. 
A tal fine vengono indagati gli effetti dell’esposizione in vitro a diverse tipologie di polveri di 
silice amorfa sull’integrità del DNA e la comparsa di danni a livello cromosomico. I modelli 
cellulari selezionati, macrofagi alveolari murini (RAW 264.7) e cellule epiteliali polmonari 
umane (A549), sono stati scelti in quanto rappresentativi dell’esposizione occupazionale ed 
ambientale. 
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MATERIALI E METODI 
 
ALLESTIMENTO DELLE COLTURE CELLULARI 
 
Per la presente indagine sono stati utilizzati due tipi di colture cellulari: la linea di macrofagi 
alveolari murini RAW 264.7 e la linea A549 scelta come modello dell’epitelio polmonare 
umano. I macrofagi e le cellule epiteliali polmonari sono stati scelti in quanto rappresentativi 
dell’esposizione occupazionale ed ambientale. Entrambe le linee cellulari sono state 
gentilmente fornite dalla Prof.ssa Lucia Migliore dell’Università di Pisa.  
Le cellule sono state rapidamente decongelate a 37°C e poste in fiasche sterili (T75) 
contenenti una soluzione preincubata a 37°C composta da: FBS al 10%, 
Penicillina/Streptomicina all' 1%, L-Glutammina all'1%) e mezzo di coltura MEM Earle's 
Salts per i macrofagi murini e  Ham's nutrient mixture F-12  per le A549. Tutte le sostanze 
utilizzate sono state fornite da Euroclone Spa. 
Raggiunta la confluenza in incubatore ad aria con il 5% di CO2 e a 37°C, le cellule sono state 
staccate mediante raschiatura nel caso delle RAW 264.7 e mediante Tripsina al 2,5% per 10 
minuti nel caso delle A549. Una volta recuperate, previa inattivazione della tripsina mediante 
l’aggiunta di mezzo completo in rapporto 1:3 per le cellule umane, le cellule sono state poste 
in pozzetti di piastre P6 o P24 in cui successivamente è stato condotto il trattamento. La 
quantità di cellule per pozzetto variava a seconda del test da effettuare, nel caso del Comet 
Assay sono state utilizzate per ogni tempo sperimentale circa 2*105 cellule per ogni pozzetto 
di trattamento, per il Test del Micronucleo ogni pozzetto è stato allestito con 1,5*105 cellule 
(nel caso di piastre P6). Al termine dei vari tempi di trattamento le cellule sono state lavate 
con Hank's Balanced Salts Solution (HBSS) a 37°C (Euroclone Spa) per rimuovere eventuali 
residui delle  polveri di silice utilizzate per il trattamento, staccate nuovamente con cell-
scraper o Tripsina come descritto precedentemente e recuperate per effettuare i vari test. 
 
 
SOSTANZE UTILIZZATE  
 
Sono stati utilizzati complessivamente sei diversi tipi di silice altamente puri: due diverse 
tipologie di silice amorfa (porosa e compatta) caratterizzate da differente micromorfologia 
superficiale di due dimensioni (250 nm e 500nm), un campione di silice vetrosa ed uno di 
silice cristallina (α-quarzo). 
Le polveri di dimensioni e morfologia controllata sono state sintetizzate e caratterizzate 
presso il Politecnico di Torino (Prof.ssa Barbara Bonelli e Dott.ssa Barbara Onida) e 
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dall’Università di Torino (Prof.ssa Bice Fubini e Dott.ssa Ivana Fenoglio); ci sono state 
fornite nell'ambito della collaborazione al progetto di interesse nazionale (PRIN): “Studio dei 
meccanismi di citotossicità e genotossicità di nanoparticelle di silice e silicati fibrosi 
nanometrici con dimensioni, struttura e composizione strettamente controllate” 
(2007498XRF). 
Sono riportate  di seguito le procedure di sintesi e caratterizzazione dei campioni di silice 
fornite dai gruppi di ricerca sopra indicarti e sono riassunte nella tabella 4 le loro 
caratteristiche principali. 
 
Tabella 4: Caratterizzazione delle sostanze utilizzate. Per i campioni di silice vetrosa e quarzo è stata riportata 
una determinazione qualitativa della dimensione estrapolata dal conteggio delle particelle dalle immagini SEM. 
Campione 
Diametro o 
dimensione 
delle 
particelle 
(nm) 
Area 
superficiale 
(m2/g) 
Diametro 
dei 
pori(nm) 
Abito 
cristallino 
(XRD) 
Morfologia 
superficiale 
Riferimento 
per la sintesi 
Sfere dense 500 500 Ø 6 - amorfo Compatta regolare 
Van Blaaderen 
e Kentgens, 
‘92 
Sfere mesoporose 
500 
(MCM-41) 
500 Ø 1032 1.6 amorfo Porosa regolare 
Yamada e 
Yano ‘06 
Sfere dense 250 250 Ø 11 - amorfo Compatta regolare 
Van Blaaderen 
e Kentgens, 
‘92 
Sfere mesoporose 
250 
(MCM-41) 
250 Ø 1001 2.2 amorfo Porosa regolare 
C. Y. Lai et 
al., ‘03 
Silice Vetrosa 80% compreso tra 500 e 5000 4.1 - amorfo irregolare 
Ghiazza et al., 
2010 
Quarzo 80% compreso tra 500 e 5000 5.0 - 
cristallino (α-
quarzo) irregolare 
Ghiazza et al., 
2010 
 
Sintesi e caratterizzazione di sfere di Silice densa  
Le particelle dense di silice con diametro 500 nm (campione sfere dense-500) e 250 nm 
(campione sfere dense-250) sono state preparate seguendo la procedura descritta da Van 
Blaaderen e Kentgens nel 1992, utilizzando tetraetilortosilicato (TEOS) come fonte di silice e 
variandone la quantità in una soluzione basica acqua/etanolo/ammoniaca. 
In entrambi i casi l’analisi granulometrica (Dynamic Light Scattering, DLS) mostra che le 
particelle utilizzate nel presente lavoro hanno una distribuzione monodispersa e non 
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evidenziano alcuna presenza di aggregati (figura 4a e 4c). Le immagini ottenute mediante 
osservazione al microscopio elettronico a scanzione-emissione di campo (FE-SEM)  
confermano la morfologia sferica e l’omogeneità delle dimensioni delle particelle nei 
campioni preparati (Figura 4b e 4d).  
Sono riportati nella tabella 4 i valori di area superficiale i quali risultano essere 6 m2/g per le 
sfere dense di 500 nm ed 11 m2/g per quelle di 250 nm. 
    a)        b)  
 
c)           d) 
 
Figura 4: Silice amorfa – sfere dense. a) Distribuzione granulometrica (% in volume, metodo DLS) e b) 
micrografia SEM- Field Emission del campione sfere dense 500 nm; c) distribuzione granulometrica (% in 
volume, metodo DLS) e d) micrografia SEM- Field Emission del campione sfere dense 250 nm. 
 
 
Sintesi e caratterizzazione di sfere di Silice mesoporosa del tipo MCM-41  
Le particelle di silice mesoporosa del tipo MCM-41, con diametro di 500 nm (MCM-41-500), 
sono state preparate seguendo la procedura descritta da Yamada e Yano nel 2006, utilizzando 
il dodeciltrimetilammonio bromuro (C12TMABr) come temprante  ed il tetrametossisilano 
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(TMOS) come fonte di silice. 
 
 
Figura 5: Silice amorfa – particelle mesoporose (MCM-41). a) Distribuzione granulometrica (% in volume, 
metodo DLS) e b) micrografia SEM- Field Emission del campione MCM-41 500 nm  
 
 
La polvere mesoporosa con diametro di 500 nm utilizzata per le esposizioni, se analizzata 
mediante le tecniche di rifrazione a raggi X, mostra un pattern di diffrazione caratteristico 
della mesostruttura ordinata di tipo MCM-41 in cui lo spessore delle pareti risulta essere 1.7 
nm. Inoltre l’analisi granulometrica in acqua mostra una distribuzione monodispersa dei 
diametri delle particelle e non sono presenti aggregati (figura 5a). L’immagine FE-SEM 
(figura 5b) conferma la morfologia sferica e l’uniformità delle dimensioni delle particelle del 
campione MCM-41-500 utilizzato nella presente ricerca. 
Le particelle di silice mesoporosa tipo MCM-41 con diametro di 250 nm (MCM-41-250) 
sono state preparate seguendo la procedura descritta da Lai e collaboratori (2003), utilizzando 
l’esadeciltrimetilammonio bromuro (C16TMABr) come templante ed il tetraetilortosilicato 
(TEOS) come fonte di silice. 
Come il precedente campione anche le polveri di MCM-41-250 mostrano il pattern di 
diffrazione a raggi-X caratteristico dell’MCM-41, lo spessore delle pareti risulta essere 1.7 
nm. L’analisi granulometrica in acqua mostra una distribuzione monodispersa dei diametri 
delle particelle non evidenziando alcuna presenza di aggregati (Figura 6a). L’immagine FE-
SEM (Figura 6b) conferma la morfologia sferica del campione preparato. 
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Figura 6: Silice amorfa – particelle mesoporose (MCM-41). a) Distribuzione granulometrica (% in volume, 
metodo DLS) e b) micrografia SEM- Field Emission del campione MCM-41 250 nm 
 
 
Sintesi e caratterizzazione di silice vetrosa 
I campioni di silice vetrosa pura sono stati sintetizzati dal gruppo della Prof.ssa Fubini 
(Università di Torino) attraverso un processo di macinatura di Suprasil pura descritto da 
Ghiazza e collaboratori (2010). Il processo di macinatura è stato prolungato per 3 ore per 
ottenere un campione con taglia, micromorfologia e area superficiale simili a quelle 
riscontrate nelle polveri di quarzo commerciali. Le particelle ottenute si presentano 
monodisperse e presentano le caratteristiche di dimensione ed area superficiale riassunte in 
tabella 4. Le immagini a diverso ingrandimento al SEM dei campioni di silice vetrosa (figura 
7 a e b) mostrano una distribuzione eterogenea delle particelle. La dimensione, determinata 
qualitativamente con il conteggio delle particelle dalle immagini SEM, è compresa tra 1 e 10 
µm  con una presenza dominante (80%) di particelle compresa tra 0.5 a 5 µm. 
 
Sintesi e caratterizzazione di α-quarzo 
Le polveri di quarzo puro sono state ottenute macinando per 12 ore cristalli naturali 
provenienti dal Madagascar (Ghiazza et al., 2010). Le polveri ottenute presentano 
caratteristiche di dimensione e area superficiale simili a quelle osservabili nei preparati di 
silice vetrosa. Il processo di macinatura non ha significativamente modificato l'ordine della 
struttura cristallina 
La particelle ottenute si presentano monodisperse e mostrano le caratteristiche di dimensione 
ed area superficiale riassunte in tabella 4. Le immagini a diverso ingrandimento al SEM dei 
campioni di quarzo (figura 7 c e d) mostrano anche in questo caso una distribuzione 
eterogenea delle particelle. La dimensione è compresa tra 1 e 10 µm  con una presenza 
 27 
dominante (80%) di particelle compresa tra 0.5 a 5 µm.  
 
 
Figura 7: Immagini al SEM di campioni di silice vetrosa (a e b) e di quarzo puro (c e d). Da Ghiazza et al., 
2010. 
Le particelle in figura 7 di silice vetrosa (a e b) e di quarzo (c e d) mostrano una forma simile 
tra loro caratterizzata da forma irregolare con spigoli acuti e perimetro appuntito. 
 
ESPOSIZIONE ALLE POLVERI 
Prima di essere utilizzate per l’esposizione, le polveri sono state sterilizzate in stufa a 120°C 
per 120 minuti. Successivamente è stata preparata una soluzione “madre”, in cui le polveri 
sono state disperse nel mezzo completo (costituito da 1% PEN/STREP, 10% FBS e mezzo di 
coltura fino a volume). In seguito le sei differenti sospensioni sono state sottoposte a 
sonicazione a 35 kHz per 30 minuti utilizzando un sonicatore “bath type” (transoning 460 
ELMA) per ottenere una maggiore dispersione delle particelle prima dell’esposizione. Le 
polveri oggetto dell'indagine sono state saggiate alle seguenti dosi 5,10,20,40,80 µg/cm2 
(Ghiazza et al., 2010). La concentrazione è espressa in µg/cm2 in quanto le particelle di 
trattamento tendono a depositarsi sul fondo del pozzetto e quindi sulle cellule che vi si 
trovano adese; pertanto, questo criterio per definire le dosi è sembrato più rappresentativo 
A B 
C D 
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dell’effettiva esposizione alle polveri, rispetto al più consueto riferimento al volume 
utilizzato nel caso di sostanze solubili. 
Inoltre, è stata calcolata la corrispondenza tra ciascuna dose e l’area superficiale complessiva 
del campione di polveri usato per il trattamento al fine di utilizzare il parametro nell’analisi 
multifattoriale della varianza; infatti questo parametro può fornire un’indicazione utile circa 
l’entità dei contatti tra le cellule e la sostanza nonché sulla superficie catalitica disponibile 
(tabella 5). 
Tabella 5: Calcolo delle aree di esposizione espresse in m2 per ogni sostanza per ogni dose di trattamento. 
 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
 5 10 20 40 80 
Area (m2) 
Sfere Dense 
250 522,5•10
-6 990
 
•10-6 2030•10-6 4180•10-6 8360•10-6 
MCM-41 
250 475,5•10
-4 900,9•10-4 1901,9•10-4 3803,8•10-4 7607,6•10-4 
Sfere Dense  
500 285•10
-6 570•10-6 1140•10-6 2280•10-6 4560•10-6 
MCM-41 
500 490,2•10
-4 928,8•10-4 1960,8•10-4 3921,6•10-4 7843,2•10-4 
 
 
INDAGINE ULTRASTRUTTURALE 
 
Le cellule esposte sono state indagate mediante microscopia elettronica a trasmissione (TEM) 
al fine di verificare l'eventuale assunzione delle particelle di silice ed indagarne la 
localizzazione intracellulare. I precipitati di cellule a seguito dell’esposizione sono stati 
opportunamente lavati dal residuo di sostanza e sono stati trattati con fissativo di Karnovsky 
(Karnovsky, 1965) per 5 ore e a 4°C, lavati in tampone sodio cacodilato 0.1M per tutta la 
notte, postfissati  in osmio tetrossido 1% per 2 ore al buio a temperatura ambiente, 
nuovamente lavati nello stesso tampone e disidratati in serie graduata di etanolo. 
Successivamente i campioni sono stati trattati con ossido di propilene, preinclusi in una 
miscela di EponAraldite-ossido di propilene 1:1 (Mollenhauer, 1964) per tutta la notte e in 
EponAraldite pura per 6 ore. Al termine di questa procedura i campioni sono stati inclusi 
definitivamente in EponAraldite a  60°C per 48 ore. Sezioni ultrasottili (70-90 nm) sono state 
ottenute mediante un ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E,  raccolte su retini di rame e 
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contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo (Raymolds, 1963) in successione. 
L'indagine ultrastrutturale è stata eseguita mediante un  JEOL 100 SX T.E.M. ad un 
potenziale di 80 kV. 
 
 
VITALITÀ CELLULARE 
 
La vitalità cellulare, sia per i macrofagi murini che per le cellule umane, è stata valutata 
utilizzando il test del Trypan blue.  
Il Trypan blue è un colorante vitale diazoico utilizzato per testare la vitalità cellulare in 
quanto colora selettivamente di blu solo le cellule morte, mentre non modifica la colorazione 
delle cellule vive, che presentano membrane cellulari integre. Di conseguenza, le cellule non 
vitali, se osservate al microscopio ottico, risultano di colore blu, mentre quelle vive appaiono 
incolori. 
Il test è stato effettuato sia prima dell’esposizione alle diverse sostanze (tempo 0) sia alla 
conclusione dei diversi trattamenti.  
Per l’esecuzione del test, la sospensione cellulare è stata trattata con il colorante (diluizione 
1:1) e un’aliquota di 10 µl è stata posta in un emocitometro (camera di Bürker) , per valutare 
il rapporto tra cellule vive e morte. La vitalità, espressa in percentuale, è stata ottenuta 
dividendo il numero di cellule vitali per il numero totale di cellule . 
 
DANNO GENETICO 
 
L’esperimento ha previsto l’utilizzo di due diverse tecniche di valutazione del danno 
genetico: la tecnica di elettroforesi su singola cellula o Comet assay (Tice et al., 2000) per 
valutare rotture a singolo e doppio filamento del DNA e siti labili agli alcali e il Test del 
micronucleo, seguendo il protocollo di Fenech (2000) .  
Per quanto riguarda l’analisi delle rotture nei filamenti di DNA (Comet assay), i macrofagi 
alveolari murini e le cellule pomonari umane, sono stati esposti (in due repliche) a cinque 
dosi differenti (5,10,20,40,80 µg/cm2), delle sei polveri saggiate e a due tempi di esposizione 
(4, 24 h). il metilmetansulfonato (MMS) è stao utilizzato come controllo positivo.  
Per effettuare il Test del micronucleo, sia le RAW 267.4 che le A549 sono state esposte (in 
due repliche) a cinque dosi differenti per le sette sostanze (5,10,20,40,80 µg/cm2). Come 
controllo positivo è stata usata Mitomicina C (0,1µg/ml ). Per questo tipo di test la durata 
dell’esposizione è stata, per tutti i campioni, di 48 ore. 
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Comet assay 
A seguito dei trattamenti nei pozzetti di coltura e il successivo recupero, le sospensioni di 
RAW 264.7 e A549, sono state centrifugate a 1000 rpm per 10 minuti, in modo da separare 
precipitato e sopranatante. Una volta aspirato quest’ultimo, il sedimento risultante è stato 
unito con 150 µl di Low Melting Agarose (LMA) 0,5% dissolto in PBS a 37°C, in modo da 
avere 75 µl di soluzione per ogni vetrino impiegato precedentemente trattato con Normal 
Melting Agarose (NMA) 1% e ricoperti con un coprioggetto per far distendere la sospensione 
cellulare. Per ogni punto sperimentale, sono stati utilizzati due vetrini da analizzare attraverso 
il test Comet (secondo Tice et al., 2000). Successivamente, i vetrini sono stati posti al buio 
per 15 minuti a 4°C per consentire la gelificazione dell’agarosio. In seguito è stato tolto il 
coprioggetto, e sono stati aggiunti 85 µl di LMA. Il vetrino, di nuovo coperto con il 
coprioggetto, è stato lasciato a “solidificare” ulteriormente a 4°C per 15 minuti. Dopo la 
solidificazione del terzo strato di gel, è stato delicatamente tolto il vetrino coprioggetto ed i 
vetrini sono stati immersi nella soluzione di lisi, sempre a 4°C. La soluzione di lisi è stata 
preparata fresca per ogni esperimento e usata fredda a partire da una soluzione detta prelisi 
(NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris HCl, pH 10) alla quale, poco prima dell’uso, vengono 
aggiunti dimetilsolfossido (DMSO) al 10% e Triton X 100 all’1%. I vetrini così preparati 
possono rimanere in lisi non meno di un’ora, e fino ad un mese. La funzione della soluzione 
di lisi è quella di dissolvere le membrane cellulari e nucleari, in modo da permettere al DNA 
di migrare durante l’elettroforesi. Tutte le operazioni sono state svolte ad una temperatura di 
20°C, utilizzando luce gialla ed evitando la luce diretta, allo scopo di evitare un danno 
aggiuntivo al DNA. 
I vetrini una volta tolti dalla soluzione di lisi sono stati disposti in una camera elettroforetica 
orizzontale. Sono stati quindi ricoperti con una soluzione tampone alcalina fredda (NaOH 
300 mM, Na2EDTA 1 mM, il cui pH  risultasse >13), allo scopo di denaturare la doppia elica 
di DNA, per 20 minuti. Il pH >13 è stato scelto per rilevare, oltre alle rotture a doppio e 
singolo filamento, anche la presenza di siti labili agli alcali che a pH molto elevato vengono 
convertiti in strand breaks. Avvenuta la denaturazione del DNA, è stata eseguita la corsa 
elettroforetica, della durata di 20 minuti a 25V e 300 mA. Dopo la corsa, i vetrini sono stati 
trattati per tre volte con 2 ml di una soluzione neutralizzante (Tris-HCl, pH 7,5) al fine di 
ripristinare un pH quasi neutro e consentire la successiva colorazione. I vetrini così preparati, 
una volta asciutti, vengono conservati in scatole portavetrini, in ambiente secco. 
Al momento dell’osservazione, i vetrini sono stati colorati con 100 µl di bromuro di etidio (2 
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µg/ml) ed analizzati al microscopio a fluorescenza (Jeneval) a 40 ingrandimenti. La 
migrazione del DNA verso l’anodo, proporzionale al danno genetico, è stata valutata 
mediante un sistema di analisi dell’immagine collegato al microscopio (Komet 4, Kinetic 
imaging, Ldt). Il parametro utilizzato per valutare il danno al DNA è stato la percentuale di 
DNA migrato verso l’anodo, dal momento che altri parametri come la lunghezza della “coda 
della cometa” od il tail moment si sono dimostrati influenzabili da variabili sperimentali 
(McKelvey-Martin et al., 1993). Per ogni punto sperimentale sono state analizzate 50 cellule 
(25 cellule per vetrino). 
Il disegno sperimentale ha previsto la replica di tre esperimenti indipendenti per ogni tipo 
cellulare (RAW264.7 e A549) ad ogni tempo sperimentale (4h e 24h); per ognuna delle sei 
sostanze sono state analizzate 5 dosi sperimentali, per ogni dose sono stati allestiti 2 pozzetti 
di trattamento ad esperimento e per ogni pozzetto preparati due vetrini. 
 
Test del micronucleo 
Per valutare la presenza di alterazioni a livello cromosomico, è stato effettuato il test del 
Micronucleo (MN), che evidenzia eventi clastogeni e/o aneuploidogeni che si rendono 
manifesti successivamente in seguito alla divisione cellulare. I MN appaiono nel citoplasma 
come nuclei accessori, morfologicamente identici al nucleo principale, ma di dimensioni 
molto più ridotte. Possono essere formati da frammenti cromosomici che, privi di 
centromero, non segregano correttamente durante l’anafase della mitosi (effetto clastogeno), 
o da interi cromosomi (effetto aneuploidogeno).  Sia frammenti cromosomici privi del 
centromero, sia cromosomi interi in ritardo migratorio durante l’anafase, non riuscendo ad 
essere inglobati nei due nuclei di nuova formazione, rimangono nel citoplasma, vengono 
circondati da una doppia membrana ed originano un micronucleo. 
Esistono dei criteri ben precisi per assicurarsi che un incluso citoplasmatico sia 
effettivamente un micronucleo: il diametro deve essere al massimo pari a 1/3 del diametro 
medio del nucleo principale, non deve essere rifrangente, l’intensità della sua colorazione 
deve essere simile a quella del nucleo principale ed infine i MN devono essere limitrofi al 
nucleo principale ma  non a contatto o sovrapporsi ad esso (Fenech, 2007). 
Per procedere con la valutazione del test del micronucleo, dopo 24 ore di incubazione, le 
cellule (150.000 cellule/pozzetto) sono state trattate con 5 dosi crescenti (5,10,20,40,80 
µg/cm2) di tutte le sostanze allestendo due repliche per ogni trattamento. Dopo 44 ore sono 
stati aggiunti a tutti i campioni 100 ml di Citocalasina B (Sigma) (6 mg/ml), una tossina che 
inibisce la formazione dell’anello contrattile di actina e di conseguenza la citodieresi, 
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permettendo così di ottenere cellule binucleate, le quali sono state selezionate per la ricerca di 
micronuclei prodotti nel corso della fase sperimentale.  
Dopo 72 ore è stato effettuato il recupero delle cellule previo lavaggio con HBSS seguendo la 
seguente procedura: trasferimento della sospensione cellulare dai pozzetti di trattamento in 
eppendorf da 2ml; centrifugazione a 1800 rpm per 10 minuti; eliminazione del sopranatante; 
trattamento con 1 ml di soluzione ipotonica (KCl 0,075 M) precedentemente portata a 37°C; 
trattamento immediatamente successivo con 80 µl di una soluzione di prefissativo fresco 
(metanolo e acido acetico in rapporto 3:5); centrifugazione per 10 minuti a 1800 rpm; 
aggiunta di una soluzione fissativa fresca e fredda (4°C) composta da metanolo e acido 
acetico in rapporto 7:1, e posto a +4°C per almeno mezz’ora.   
In seguito ad ulteriore centrifugazione (10 minuti a 1800 rpm) e passaggio in fissativo, sono 
stati allestiti i vetrini risospendendo il precipitato finale (circa 100 µl) e gocciandolo su due 
vetrini freddi (-20°C) per provetta. I vetrini asciugati all’aria sono stati colorati con una 
soluzione di GIEMSA al 4% in H2O deionizzata al buio per 10 minuti e risciacquati. Per 
consentire una migliore conservazione dei preparati e lettura  al microscopio ottico i vetrini, 
una volta asciutti, sono stati coperti con vetrini coprioggetto montati con DPX. Sono state 
analizzate 1000 cellule binucleate a vetrino, 4000 cellule binucleate per ogni trattamento.  
Il disegno sperimentale ha previsto la replica di almeno due esperimenti indipendenti per 
ogni tipo cellulare (RAW 264.7 e A549) per ognuna delle sei sostanze. Per ogni dose sono 
stati allestiti 2 pozzetti di trattamento ad esperimento e per ogni pozzetto preparati due 
vetrini. 
 
ANALISI STATISTICA 
 
Per quanto riguarda i risultati relativi al Comet assay, il test del Micronucleo ed il Trypan 
Blue Test è stato stimato, per entrambi i tipi di cellula, l’effetto delle dosi di esposizione alle 
diverse sostanze e del tempo di esposizione. Sono state inoltre prese in esame le 
caratteristiche superficiali, la dimensione delle particelle e l’area delle particelle esposta per 
ogni dose. Per ogni punto sperimentale relativo al Comet assay sono state lette 50 cellule. Per 
ogni replica sono stati così ottenuti i valori medi e le deviazioni standard della % di DNA 
migrato. Per il test del Micronucleo sono state analizzate 2000 cellule a punto sperimentale. 
Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti in modo indipendente almeno tre volte. Utilizzando il 
programma informatico Statgraphic è stata poi condotta l’analisi multifattoriale della 
varianza (MANOVA) considerando le variabili: sostanza, dose, tempo sperimentale, 
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dimensione, porosità e replica (vetrino) valutando la variazione della % di DNA migrato e la 
frequenza di cellule micronucleate in funzione di queste variabili. Per rilevare le differenze 
tra le medie è stato utilizzato il Multiple Range Test (MRT). Per il test del micronucleo il 
parametro analizzato è stata la frequenza di cellule micronucleate su 1000 binucleate per ogni 
vetrino (2 vetrini a replica, 2 repliche per ogni dose). Per ogni punto sperimentale è stata 
calcolata la significatività associata al valore ottenuto, questo per verificare la rilevanza 
dell’eventuale danno genotossico riscontrato nei vari campioni rispetto ai controlli, e valutare 
quale delle variabili sperimentali avesse peso maggiore nel determinarlo. 
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RISULTATI 
 
TRATTAMENTI CON SILICE AMORFA DENSA E MESOPOROSA 
DANNO GENETICO 
I dati ottenuti mostrano come la silice di tipo amorfo possieda attività genotossica, sebbene in 
assenza di una chiara relazione dose-effetto, sia in macrofagi alveolari murini (RAW267.4) 
che in cellule epiteliali polmonari umane (A549). Inoltre, dall'analisi dei dati ottenuti emerge 
il ruolo esercitato da caratteristiche fisiche quali la porosità superficiale, l’area superficiale e 
la dimensione  nella modulazione del potenziale genotossico. 
Test del Micronucleo 
I risultati relativi al Test del Micronucleo mostrano un incremento nella frequenza di cellule 
micronucleate rispetto al controllo (p=0,009) per le RAW 264.7 esposte alle dosi più elevate 
di polveri composte da particelle compatte di 250 nm di diametro (sfere-dense 250), 
caratterizzate da una superficie liscia ed uniforme, tale tendenza è mostrata nella figura 8. 
 
Figura 8: Frequenza di cellule micronucleate in macrofagi alveolari murini trattati con sfere dense (superficie 
liscia) di diametro pari a 250 nm. Le dosi espresse in µg/cm2. C+= Mitomicina C 0,1 µg/ml. p<0,01. Dati 
ottenuti da due esperimenti indipendenti. 
 
 
Per le altre polveri analizzate (sfere dense di 500 nm e mesoporose di 250 e 500) sulla linea 
cellulare RAW 264.7, non è stata evidenziata alcuna  induzione di micronuclei statisticamente 
significativa rispetto al controllo (dati non mostrati).  
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L’esposizione della linea cellulare A549 alle polveri di silice densa e mesoporosa non ha 
evidenziato alcun incremento significativo nella frequenza di cellule micronucleate (tabella 
6). 
 
 
 
Tabella 6: Risultati ottenuti per il test del Micronucleo sulla linea umana (A549). *p<0,05.MCM-41 250= 
particelle mesoporose 250 nm; MCM-41 500= particelle mesoporose 500 nm; C+=Mitomicina C 0,1µg/ml. Dati 
ottenuti da due esperimenti indipendenti. 
 
A549 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
 Controllo C+ 5 10 20 40 80 
Sfere Dense 
250 15,5 ± 0,7 49,5 ± 17,7 * 14 ± 6,3 6 ± 2 11,3 ± 2,5 15,5 ± 5 - 
MCM-41 
250 17 ± 5,7 49,5 ± 17,7 * 19,3 ±  3,4 16 ±  4,1 19,8 ±  3,8 13,5 ±   2,4 13,3 ±4 
Sfere Dense  
500 15,5 ± 0,7 49,5 ± 17,7 * 20 ± 7,0 16,7 ± 5,5 24,3 ± 6,7 21 ± 8,7 9,5 ± 0,7 
MCM-41 
500 15,5 ± 0,7 49,5 ± 17,7 * 13,3 ± 3,5 10,3 ±0,6 19,5 ± 10,6 - - 
 
 
 
Cumulando i dati ottenuti in seguito a trattamento con sfere dense rispettivamente di 250 nm e 
500 nm di diametro, e confrontando statisticamente i risultati ottenuti, si osserva come la 
dimensione delle particelle ricopra un ruolo importante nel modulare l’effetto genotossico in 
termini di induzione di cellule micronucleate.  
Infatti le cellule esposte a polveri composte da particelle più piccole (250 nm) presentano una 
frequenza di cellule micronucleate significativamente più elevata rispetto a quelle trattate con 
polveri composte da sfere di diametro maggiore (500nm). Questo andamento è mostrato sia in 
macrofagi alveolari murini (p=0,025) in figura 9, che in cellule epiteliali polmonari umane 
(p=0,008) in figura 10. 
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Figura 9: Frequenza di cellule micronucleate in macrofagi alveolari murini trattati con particelle di silice 
amorfa. Dati cumulati ottenuti in seguito ad esposizione a tutte le dosi testate di particelle con superficie regolare 
per ognuna delle due dimensioni (250 nm e 500 nm). p<0,05. Dati ottenuti da due esperimenti indipendenti. 
 
 
 
 
Figura 10: Frequenza di cellule micronucleate in cellule epiteliali polmonari umane (A549) trattate con 
particelle di silice amorfa. Dati cumulati per tutte le dosi testate di particelle con superficie regolare per ognuna 
delle due dimensioni (250 nm e 500 nm). p<0,01.Dati ottenuti da due esperimenti indipendenti 
 
 
 
Per quanto riguarda la morfologia superficiale delle particelle di silice amorfa i risultati 
ottenuti mostrano che tale caratteristica influisce sull’espressione del danno genetico in 
termini di frequenza di cellule micronucleate; infatti quest’ultima risulta significativamente 
maggiore (p<0,001) nelle cellule RAW 267.4 esposte a particelle MCM-41 di 500 nm di 
diametro rispetto a quella osservata in cellule esposte a sfere dense di pari diametro (figura 
11) .  
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Figura 11: Frequenza di cellule micronucleate in macrofagi alveolari murini trattati con particelle di silice densa 
e mesoporosa. Dati cumulati per tutte le dosi prescelte. 0= cellule trattate con silice con superficie liscia (sfere 
dense 500 nm diametro); 1= cellule trattare con silice mesoporosa (MCM-41 500 nm diametro). p< 0,001.Dati 
ottenuti da due esperimenti indipendenti. 
 
 
Diversamente non si osserva alcun effetto statisticamente significativo della dimensione in 
termini di frequenza di cellule micronucleate nella linea cellulare A549. 
Inoltre è stata anche valutata la variazione di cellule micronucleate in funzione dell’area 
superficiale totale delle polveri usate nei singoli trattamenti (riportata in tabella 5). Come si 
può osservare dalla figura 12, è stata trovata una seppur debole correlazione (p=0,038; c.c 
0,32; F-Ratio 4,61) tra la frequenza di cellule micronucleate e l’incremento dell’area 
superficiale. 
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Figura 12: Frequenza di cellule micronucleate in macrofagi alveolari murini trattati con particelle di silice densa 
e mesoporosa in relazione all’area superficiale totale delle polveri utilizzate per i trattamenti. Dati ottenuti da due 
esperimenti indipendenti. 
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Comet assay 
 
I risultati del Comet assay hanno evidenziato che le diverse polveri di silice amorfa utilizzate 
nel presente studio sono responsabili dell’induzione di un certo grado di frammentazione del 
DNA sia nelle RAW 264.7 che nelle A549 (tabella 7). 
Tabella 7: Grado di frammentazione del DNA (espresso come % DNA migrato ± ds) nelle linne cellulari RAW 
264.7 e A549 esposte alle polveri di silice. MCM-41 250= particelle mesoporose 250 nm; MCM-41 500= 
particelle mesoporose 500 nm. C+ = metilmetansulfonato 0,5mM. *p<0,05. Dati ottenuti da tre esperimenti 
indipendenti. 
COMET 4 ORE 
RAW 264.7 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
 Controllo C+ 5 10 20 40 80 
Sfere Dense  
250 
22,01 ± 
8,58 47,87 ± 12,85 * 
22,13 ± 
5,14 
30,35 ± 
17,37 
23,71 ±  
8,74 
24,60 ±  
4,23 29,42 ± 8,75 
MCM-41 
 250 
25,35 ± 
14,67 41,24 ± 14,64* 
34,44 ± 
15,56 
33,77 ± 
10,50 
35,24 ± 
17,93 
32,38 ± 
12,92 30,04 ±14,93 
Sfere Dense 
500 
22,23 ± 
0,9 49,51 ± 2,01* 
31,57 ± 
19,06 
25,31 ± 
9,93 
28,63 ± 
11,08 
35,57 ± 
14,50 32,91 ±11,34 
MCM-41 
 250 
29,42 ± 
16,66 47,87 ± 12,85* 
34,97 ± 
19,63 
36,99 ± 
19,54 
30,53 ± 
18,43 
31,88 ±  
9,19 39,71 ±  9,05 
A549 
Sfere Dense  
250 
17,90 ± 
7,48 36,19 ± 9,18* 
15,35 ± 
4,45 
17,20 ± 
7,13 
17,46 ±  
6,30 
14,48 ±  
3,59 14,36 ± 5,65 
MCM-41 
 250 
16,01 ± 
3,80 36,19 ± 9,18* 
14,63 ± 
6,17 
17,85 ± 
7,54 
16,10 ±  
6,20 
19,37 ±  
8,70 20,37 ±10,54 
Sfere Dense 
500 
18,53 ± 
7,89 36,19 ± 9,18* 
19,45  ± 
8,22 
16,16  ± 
2,51 
15,81 ± 
 6,03 
13,49 ±  
4,78 14,66  ± 4,47 
MCM-41 
 250 
18,37  ± 
7,95 36,19 ± 9,18* 
21,47 ± 
7,77 
25,08 ± 
7,68 
19,16 ±  
8,55 
22,11 ± 
12,68 17,09 ± 8,14 
COMET 24 ORE 
RAW 264.7 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
 Controllo C+ 5 10 20 40 80 
Sfere Dense  
250 
18,67 ± 
8,01 38,69 ± 9,92* 
24,05 ± 
10,07 
26,87 ± 
9,42 
31,22 ± 
10,47* 
30,59 ± 
10,41* 
30,44 ± 
5,89* 
MCM-41 
 250 
29,34 ± 
14,01 34,66 ± 10,21 
30,09 ± 
11,87 
35,28 ± 
14,66 
34,17 ± 
15,07 
37,75 ± 
14,54 
42,62 ± 
24,71 
Sfere Dense 
500 
22,20 ± 
9,38 39,60 ± 5,81* 
21,95 ± 
8,55 
34,58 ± 
13,73 
28,81 ± 
19,02 
35,81 ± 
19,56 
33,05 ±  
21,37 
MCM-41 
 250 
27,30 ± 
16,39 46,23 ± 7,96*  
36,92 ± 
13,96 
30,07 ± 
15,99 
34,27 ± 
13,98 
30,41 ± 
11,85 
41,07 ± 
15,48 
A549 
Sfere Dense  
250 
14,22 ± 
3,41 24,36 ± 1,42* 
17,68 ± 
3,82 
18,37 ± 
6,30 15,64 ± 9,20 15,99 ± 5,03 12,36 ± 5,72 
MCM-41 
 250 
14,72 ± 
6,22 24,36 ± 1,42* 
15,04 ± 
5,45 
18,33 ± 
6,69 
21,06 ± 
16,03 15,28 ± 2,07 17,49 ± 2,53 
Sfere Dense 
500 
14,53 ± 
2,43 24,63 ± 1,42* 
15,08 ± 
1,05 
14,90 ± 
4,01 15,43 ± 8,45 17,93 ± 5,48 
22,97 ± 
10,80 
MCM-41 
 250 
14,22 ± 
3,41 24,63 ± 1,42* 
18,86 ± 
6,83 
22,09 ± 
12,29 14,88 ± 7,66 18,28 ± 9,29 
21,10 ± 
15,49* 
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La debole correlazione ottenuta tra danno al DNA e perdita di vitalità cellulare (tabella 8) 
indica che solo il 6% della frammentazione di DNA osservata sia attribuibile ad eventi 
citotossici, potenzialmente implicanti falsi positivi con il metodo del Comet assay.  
 
Tabella 8: Analisi della varianza per i dati ottenuti mediante Comet assay sull’integrità del DNA in colture 
cellulari murine (RAW 264.7). 
 
source Sum of Square Df Mean square F-Ratio P-value 
Effetto principale 
dose 2834,05 6 472,341 0,00 1,000 
vitalità 2,261 160 1,362 1,31 0,031 
 
Il confronto tra dati cumulati permette di evidenziare che le caratteristiche micromorfologiche 
delle particelle di silice amorfa influenzano il grado di integrità del DNA. In particolare 
l’esposizione a particelle con una superficie porosa (MCM-41) si associa ad un livello di 
danno superiore di quello osservabile in seguito a trattamento con le particelle caratterizzate 
da una superficie compatta (p<0,001). Tale risultato è stato riscontrato in entrambe le linee 
cellulari (figura 13 e 14), sebbene l' effetto della morfologia superficiale raggiunga la 
significatività statistica nelle colture cellulari di epitelio polmonare umano solo per i 
trattamenti effettuati con polveri di dimensione di 500 nm diametro. 
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Figura 13: Grado di frammentazione del DNA in macrofagi alveolari murini. Dati cumulati per tutte le dosi 
prescelte, ad entrambi i tempi di esposizione. 0 = cellule trattate con silice con superficie compatta (sfere dense 
250 nm e 500 nm diametro); 1= cellule trattare con silice mesoporosa (MCM-41 250 nm e 500 nm diametro). p< 
0,001. Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
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Figura 14: Grado di frammentazione del DNA in cellule polmonari umane. Dati cumulati per tutte le dosi 
prescelte, ad entrambi i tempi di esposizione. 0 = cellule trattate con silice con superficie compatta (sfere dense 
500 nm diametro); 1= cellule trattare con silice mesoporosa (MCM-41 500 nm diametro). p < 0,001. Dati 
ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
 
Calcolando per ogni campione di silice amorfa l’area superficiale delle particelle per ogni 
dose di esposizione, è stata trovata una relazione statisticamente significativa (p=0,011; c.c. 
0,14; F-Ratio= 6,49) tra il grado di frammentazione del DNA e l’incremento dell’area 
superficiale (figura15). 
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Figura 15: Grado di frammentazione del DNA in macrofagi alveolari murini trattati con particelle di silice densa 
e mesoporosa in relazione all’area superficiale di esposizione di ogni dose dei quattro diversi campioni di silice. 
Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
 
La dimensione sembra possedere un ruolo significativo nella modulazione del danno al DNA 
nell’ambito dei trattamenti con particelle con superficie compatta. Infatti le sfere dense di 
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diametro minore (250 nm) sono associate ad un maggior grado di frammentazione del DNA 
(p=0,03) rispetto a quello osservabile in cellule trattate con sfere dense di 500 nm di diametro, 
tuttavia questo risultato è osservabile soltanto nei macrofagi alveolari murini (figura 16).  
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Figura 16: Grado di frammentazione del DNA in macrofagi murini trattati con sfere dense delle due dimensioni 
indagate (250 e 500 nm). Dati cumulati per tutte le dosi prescelte, ad entrambi i tempi di esposizione. (*p < 
0,05). Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
 
VITALITÀ 
 
Il trattamento con le polveri di silice si è dimostrato capace di alterare la vitalità cellulare 
valutata con il test di esclusione del colorante vitale Trypan blue.  
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Figura 17: Percentuale di macrofagi alveolari murini vitali. Dati cumulati per tutte le dosi prescelte. 0 = cellule 
trattate con silice con superficie compatta (Sfere Dense 250nm), 1= cellule trattare con silicemesoporosa (MCM-
41 250nm). p< 0,001. Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
Anche per questo parametro, la micromorfologia superficiale sembra esercitare un ruolo 
rilevante. Infatti, cumulando i dati ottenuti per tutte le dosi ed entrambi i tempi di trattamento 
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si osserva che le cellule RAW 267.4 esposte a silice mesoporosa (250 nm di diametro) hanno 
una vitalità significativamente minore (p<0,001) di quella misurata in seguito a trattamento 
con le sfere dense delle stesso diametro (Figura 17). 
 
 
Per quanto riguarda l’effetto legato alla dimensione, nelle cellule murine trattate con le 
polveri di silice dotate di superficie compatta, le particelle più piccole risultano possedere un 
effetto citotossico maggiore sulle cellule della linea RAW 264.7 (p=0,003) (figura 18). Tale 
effetto non è stato riscontrato a seguito delle esposizioni nelle cellule epiteliali polmonari 
umane (dato non mostrato). 
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Figura 18: Percentuale di macrofagi alveolari murini vitali. Dati cumulati per tutte le dosi testate di particelle 
con superficie non porosa ai due diversi diametri (250 nm e 500 nm). p< 0,01. Dati ottenuti da tre esperimenti 
indipendenti. 
 
Risulta interessante sottolineare che laddove si sommino gli effetti delle caratteristiche 
superficiali e delle dimensioni ridotte, il danno citotossico segua un andamento dose-
dipendente: nelle cellule murine trattate con le particelle mesoporose di diametro minore, è 
stata riscontrata una relazione moderatamente forte (p<0,001; r-squared 62,49; F-ratio 36,65; 
c.c= - 0.79) tra perdita di vitalità cellulare e dose utilizzata (figura 19).  
* 
diametro (nm) 
100 
90 
80 
70 
60 
50 
V
ita
lit
à 
(%
) 
 43 
MCM41 4 hr 250 nm
dose (!g/cm2)
ce
ll 
vi
ab
ili
ty
0 5 10 20 40 80
40
50
60
70
80
 
Figura 19: Relazione tra vitalità cellulare e danno al DNA in cellule murine trattate con sfere porose (MCM-41) 
250 nm di diametro.Dosi espresse in µg/cm2. Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
Anche nel caso della vitalità cellulare, calcolando per ogni campione di silice amorfa l’area 
superficiale delle particelle per ogni dose di esposizione, è stata trovata una robusta 
correlazione (p<0,001;c.c.= -0,62; F-Ratio 85,72) tra l’incremento dell’area superficiale e la 
perdita di vitalità cellulare (figura 20). 
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Figura 20: Vitalità cellulare in macrofagi alveolari murini trattati con particelle di silice densa e mesoporosa in 
relazione all’area superficiale di esposizione di ogni dose dei quattro diversi campioni di silice. Dati ottenuti da 
tre esperimenti indipendenti. 
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TRATTAMENTO CON QUARZO E SILICE VETROSA 
DANNO GENETICO 
Comet assay 
I dati delle analisi di genotossicità a 4 e 24 ore di trattamento mostrano che il quarzo possiede 
un’attività genotossica (p=0,006) se saggiato sui macrofagi alveolari murini, inducendo una 
perdita di integrità del DNA rispetto ai controlli (Figura 21). 
 
Figura 21: Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei macrofagi 
alveolari murini a 4 ore (a) e 24 ore  (b) di esposizione al quarzo puro (C+=Mitomicina C 0,1 µg/ml). Dosi 
espresse µg/cm2 (p <0,01). Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
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Per quanto riguarda i trattamenti con il campione di quarzo effettuati sulla linea cellulare 
A549, il test della Cometa non sembra evidenziare effetti genotossici ad alcuna dose 
analizzata (figura 22). 
 
Figura 22: Percentuale di frammentazione del DNA a seguito di trattamenti con quarzo puro ai tempi 
sperimentali di 4 ore (a) e 24 ore ( b). Analisi in in cellule epiteliali polmonari umane (p < 0,05). Dosi espresse 
in µg/cm2  (C+ = Metilmetansulfonato 2 mM). Dati ottenuti da tre esperimenti indipendenti. 
 
Nonostante la somiglianza in termini di morfologia e di dimensione tra il preparato di quarzo 
(silice con abito cristallino) ed il campione di silice vetrosa amorfa (figura 7), le linee cellulari 
rispondono in maniera diversa ai due preparati. 
Mentre le cellule trattate con quarzo mostrano le alterazioni presentate precedentemente, le 
due linee cellulari a seguito di trattamento con silice vetrosa non sembrano mostrare 
incrementi significativi (tabella 9) in termini di grado di frammentazione del DNA rispetto al 
controllo, se non un incremento puntiforme alla dose più elevata (Comet Assay). 
Tabella 9: Risultati ottenuti a seguito del trattamento con silice vetrosa per il test della Cometa sulla linea 
cellulare murina (RAW 264.7) e sulla linea cellulare umana (A549). *p<0,05. C+= metilmetansulfonato 0,5mM 
 
COMET 4 ORE 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
SILICE 
VETROSA Controllo C+ 5 10 20 40 80 
RAW 264,7 21,79 ± 3,98 
25,47 ± 
6,14* 19,87 ± 6,25 
23,04 ± 
3,77 21,62 ± 6,14 24,09 ± 11,69 
28,77 ± 
10,83* 
A 549 16,44 ± 4,11 
36,19 ± 
9,18* 19,94 ± 10,30 
13,02 ± 
5,01 13,11 ± 3,22 11,56 ± 4,01 
17,22 ± 
6,31 
COMET 24 ORE 
RAW 264,7 21,02 ± 3,57 
30,09 
±10,11* 23,64 ± 8,43 
21,15 ± 
5,87 22,59 ± 4,92 26,00 ± 4,17 
26,70 ± 
4,60 
A 549 13,23 ± 6,39 
24,63 
±1,42 * 14,62 ± 6,13 
15,55 ± 
8,19 14,7 ± 5,42 11,66 ± 5,56 
24,10 ± 
4,91 
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Test del Micronucleo 
L’effetto genotossico in entrambe le linee cellulari trattate con quarzo non è confermato dal 
test del Micronucleo per il quale non si registra un incremento nella frequenza di cellule 
micronucleate (figura 23) né per i trattamenti effettuati sulle cellule RAW 264.7 né sulle 
cellule A549. 
 
Figura 23: Frequenza di cellule micronuclate (‰) nelle due linee cellulari esposte a quarzo puro. A) Macrofagi 
alveolari murini, b) Cellule polmonari epiteliali umane. (p < 0,05). Dosi espresse in µg/cm2  (C+ = Mitomicina 
C 0,1 µg/ml). Dati ottenuti da due esperimenti indipendenti 
 
 
Le due linee cellulari a seguito di trattamento con silice vetrosa non mostrano incrementi 
significativi (tabella 10) in termini di frequenza di cellule micronucleate  rispetto al controllo 
(test del micronucleo). 
 
Tabella 10: Frequenza di cellule micronuclete nelle due linee cellulari esposte a silice vetrosa p<0,05. 
C+=Mitomicina C 0,1 1 µg/ml.  
 
MN 
SOSTANZA DOSE (µg/cm2) 
SILICE 
VETROSA Controllo C+ 5 10 20 40 80 
RAW 264,7 2,5 ± 0,5 45 ± 19,80 * 6 ± 2,65 7,33 ± 3,79 5,33 ± 1,53 5,33 ± 2,52 3,5 ± 2,12 
A 549 15,5 ± 0,7 49,5 ± 17,68 * 16 ± 3,61 
20,5 ± 
12,02 - 9,5 ± 0,7 - 
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VITALITÀ 
 
L’esposizione a quarzo puro, nella linea cellulare RAW 264.7, sembra indurre un effetto (p < 
0,001) citotossico (figura 24). 
 
Figura 24: Vitalità cellulare di macrofagi alveolari murini esposti a quarzo puro per 24h valutata attraverso il 
test del Trypan Blue (p < 0,0001). Dosi espresse in µg/cm2 ( C+= Metilmentansulfonato 0,5 mM). Dati ottenuti 
da tre esperimenti indipendenti 
 
 
Ciò che è stato osservato  nelle cellule di adenocarcinoma polmonare umano, tramite il test 
del Trypan blue, è un lieve incremento della mortalità cellulare (p<0,05) a seguito 
dell’esposizione a quarzo puro alla dose maggiore (80 µg/cm2) (figura 25) ad entrambi i tempi 
sperimentali prescelti (4 e 24 ore) .  
 
Figura 25: vitalità cellulare di cellule di adenocarcinoma polmonare umano (A549) esposti a quarzo puro per 
4ore (a) e 24ore (b) valutata attraverso il test del Trypan Blue (p < 0,05) Dosi espresse in µg/cm2  (1=controllo 
positivo Metilmetansulfonato 1mM e 1,5= controllo positivo Metilmetansulfonato 1,5 mM). Dati ottenuti da tre 
esperimenti indipendenti. 
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Cumulando i dati ottenuti per tutte le dosi prescelte, ad entrambi i tempi di esposizione, 
possiamo osservare come, in termini di vitalità cellulare, le due linee cellulari indagate 
rispondano in maniera differente al preparato  di quarzo (silice con abito cristallino) rispetto al 
campione di silice vetrosa (con abito amorfo) sebbene le due polveri siano state sintetizzate in 
modo da presentare particelle di dimensione e morfologia simile tra loro, mostrando che 
l'abito cristallino ha un effetto maggiormente citotossico (p=0,02) se comparato con l’effetto 
complessivo provocato da polveri di silice vetrosa amorfa (figura 26). 
 
Figura 26: Percentuale di cellule vitali sui macrofagi alveolari murini indagato con il test del Trypan Blue. Dati 
cumulati per tutte le dosi prescelte, ad entrambi i tempi di esposizione. 0 = cellule trattate con silice vetrosa 
dall’abito amorfo; 1= cellule trattare con quarzo dall’abito cristallino. p<0,05. Dati ottenuti da tre esperimenti 
indipendenti. 
 
 
 
 
INDAGINE ULTRASTRUTTURALE  
 
Al fine di verificare la capacità delle polveri di penetrare all’interno delle cellule sono state 
effettuate alcune osservazioni al Microscopio Elettronico a Trasmissione (TEM), 
limitatamente alle particelle di silice amorfa di dimensioni minori (250 nm) e di entrambe le 
tipologie (sfere dense e particelle mesoporose). Le immagini ottenute evidenziano una 
marcata internalizzazione delle particelle da parte dei macrofagi alveolari murini (RAW 
264.7) e delle cellule dell’epitelio polmonare umano (A549). In particolare, nelle cellule 
RAW 264.7 le particelle si localizzano all’interno di ampi vacuoli (figura 27), interpretabili 
come il prodotto della fusione di vescicole endocitotiche. Inoltre, il processo di endocitosi in 
atto è osservabile in una serie di sezioni (figura 27 B, inserto).  
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Figura 27: macrofagi alveolari murini RAW 267.4 osservati al TEM: A) cellule non trattate (scale bar = 2 µm) 
B) cellule trattare con silice mesoporosa di 250 nm di diametro (scale bar = 2 µm). Nell’inserto scale bar= 1,5 
µm. C) trattati con particelle di silice densa di 250 nm di diametro (scale bar = 2 µm).  
 
 
Anche nelle cellule della linea A549 le particelle di silice si localizzano all’interno di vacuoli 
(figura 28), dove risultano frequentemente associate ad un materiale mediamente 
elettrondenso. La dimensione dei vacuoli appare assai minore di quelle caratteristiche dei 
macrofagi, le cui capacità di endocitosi sono assi sviluppate .  
Le caratteristiche micromorfologiche delle particelle (liscia o porosa) non sembrano 
influenzare la capacità delle cellule di assumere le polveri oggetto dell’indagine; infatti, un 
quadro ultrastrutturale molto simile è osservabile sia in cellule esposte a silice mesoporosa 
(MCM-41) che in quelle trattate con sfere dense. In nessun caso sono state osservate particelle 
di silice all’interno del nucleo. 
 
C 
 50 
 
Figura 28: cellule epiteliali polmonari umane (A549) osservate al TEM: A) cellule  trattate con particelle dense 
di silice dal diametro di 250nm  (scale bar = 1,5 µm) B) cellule trattare con silice mesoporosa di 250 nm di 
diametro (scale bar = 2 µm). .  
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DISCUSSIONE 
 
L’esposizione alle polveri di silice amorfa è sempre meno relegata a specifici ambiti 
occupazionali dal momento che il suo impiego spazia dal campo alimentare, nel quale è 
impiegata come additivo, al settore delle tecnologie biomediche come vettore di farmaci (drug 
delivery). Nonostante le molteplici applicazioni di questa sostanza, per la silice amorfa non 
esistono ancora evidenze sufficienti per escluderne la pericolosità per l’uomo (IARC 1997). 
Nel presente lavoro sono stati confrontati gli effetti dell’esposizione a particelle di silice 
amorfa esponendo in vitro più composti dettagliatamente caratterizzati dal punto di vista 
chimico-fisico, altamente puri, differenti per dimensione e morfologia superficiale. Ne sono 
stati così indagati i potenziali cito- e geno-tossici. 
Nella prima parte del lavoro svolto, le linee cellulari rispettivamente derivate da macrofagi 
polmonari murini (RAW 264.7) e da cellule dell’epitelio polmonare umano (A549), 
selezionate in quanto rappresentative dell’esposizione per via inalatoria, sono state esposte a 
polveri di quarzo, dal caratteristico abito cristallino, e di silice vetrosa della stessa dimensione 
e forma, ma di abito amorfo. 
I risultati ottenuti hanno evidenziato che il quarzo possiede un potenziale citotossico e un 
effetto genotossico, mentre, la silice vetrosa di uguale dimensione e forma, non sembra 
responsabile di tossicità in vitro almeno nell’intervallo delle dosi indagato. Tali risultati 
confermano che la SiO2 con abito cristallino sia maggiormente citotossica e genotossica in 
test in vitro (Barnes et al., 2008). Tuttavia, il paradigma della cristallinità come parametro 
determinante per la tossicità cellulare del quarzo era stato recentemente messo in discussione 
da Ghiazza e collaboratori (2010), i quali hanno proposto che la morfologia superficiale 
provvista di punte aguzze e spigoli, piuttosto che l’abito cristallino per se, sia responsabile 
della produzione di forme reattive dell’ossigeno in grado di innescare una catena di alterazioni 
ai componenti cellulari. 
Approfondendo gli effetti di tossicità della silice amorfa la presente indagine ha messo in 
evidenza come le particelle di dimensione sub-micrometrica e di differente struttura (densa e 
mesoporosa) inducano effetti genotossici  sia in cellule macrofagiche murine RAW 264.7 che 
in cellule polmonari umane A549. 
Inoltre, grazie all’impiego nel presente studio di particelle dettagliatamente caratterizzate, 
come suggerito da Oberdöster e collaboratori (2005), è stato possibile mettere in relazione gli 
effetti biologici osservati con le diverse caratteristiche fisico-chimiche delle particelle. In 
particolare, grazie all’esposizione in parallelo a polveri mesoporose e dense, entrambe 
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utilizzate in due dimensioni (250 nm e 500 nm), è stato possibile evidenziare un interessante 
effetto nella modulazione della genotossicità legato alla dimensione, all’area superficiale ed 
alla morfologia superficiale delle sostanze analizzate. 
La genotossicità registrata a seguito di trattamenti effettuati nel presente studio può essere 
spiegata per il 94% da meccanismi indipendenti dalla morte cellulare; infatti, la debole 
correlazione ottenuta tra danno al DNA e perdita di vitalità delle colture indica che solo il 6% 
della frammentazione di DNA osservata sia attribuibile ad eventi citotossici, potenzialmente 
implicanti falsi positivi con il Comet assay e rafforza l’evidenza che la perdita di integrità 
della doppia elica sia ascrivibile ad eventi di genotossicità. 
In letteratura non è vi è un consenso uniforme su quale sia la caratteristica principale che 
influenza la tossicità delle polveri, ma la dimensione e l’area superficiale sembrano giocare un 
ruolo consistente nella determinazione degli effetti genotossici (Park et al., 2010).  
Nell’ambito dei trattamenti con le sfere dense dalla superficie liscia, le particelle con diametro 
minore (250 nm) inducono nelle RAW 264.7 e nelle A549 una maggiore insorgenza di cellule 
micronucleate rispetto ai trattamenti con sfere dense di 500 nm di diametro. La minor 
dimensione delle sostanze con superficie liscia è responsabile anche di una maggiore perdita 
di integrità della molecola di DNA ed effetti citotossici nei macrofagi murini. Tale dato 
appare corroborato da studi di letteratura, secondo i quali è stato riscontrato che utilizzando 
particelle con la stessa morfologia e diametro variabile, la minor dimensione è correlata ad un 
maggiore effetto citotossio (Napieska et al., 2009) e genotossico (Nabeshi et al., 2011). Le 
particelle più piccole risultano più efficaci anche nel modificare attività metabolica di cellule 
embrionali e, pur avendo tra loro la stessa composizione chimica, presentano una tossicità che 
varia al variare delle dimensioni (Park et al., 2009). 
Sebbene non vi siano chiare relazioni dose-effetto per le risposte indagate, nel presente 
lavoro, è stato tuttavia riscontrato che la frammentazione del DNA, le alterazioni 
cromosomiche e la mortalità cellulare sono significativamente correlate all’area superficiale 
complessiva delle polveri usate per gli esperimenti, in particolare l’effetto aumenta 
all’aumentare della superficie. Questa evidenza suggerisce una duplice interpretazione: in 
primo luogo l’area superficiale complessiva sembra essere un migliore descrittore delle 
interazioni tra cellule e particelle, rispetto ai modi più tradizionali di esprimere le dosi. In 
secondo luogo, per interpretare la correlazione tra area totale ed effetto, è opportuno 
considerare che la reattività delle polveri si esplica alla superficie delle particelle. Pertanto, ad 
una maggiore superficie potrebbe accompagnarsi una maggiore aggressività chimica, ad 
esempio in termini di produzione di ROS. In sintonia con tale interpretazione, Gonzalez e 
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collaboratori (2010) osservarono una correlazione statisticamente significativa tra 
l’insorgenza di cellule micronucleate e l’area superficiale delle polveri di silice usate per gli 
esperimenti, ma non riscontarono alcuna relazione tra la risposta genotossica e le dosi 
espresse come massa su volume concludendo che fosse piuttosto l’area superficiale totale di 
esposizione il fattore da tenere in considerazione per interpretare gli effetti genotossici delle 
polveri di silice. Parimenti, una correlazione tra area superficiale ed effetti citotossici è stata 
messa in luce in cellule endoteliali umane (EAHY926) (Napierska et al., 2009).  
Oltre alla dimensione ed all’area superficiale complessiva, anche la struttura delle particelle è 
un fattore importante nel determinare la tossicità delle polveri.  
A tale proposito i dati ottenuti mostrano che entrambe le colture cellulari indagate nel 
presente lavoro, sono risultate più suscettibili in termini di integrità del DNA, al trattamento 
con particelle mesoporose (MCM-41) rispetto alle sfere dense portando alla luce un 
interessante effetto della morfologia superficiale nel modulare la genotossicità. Tale effetto è 
confermato nei macrofagi alveolari murini dalla presenza di alti livelli di cellule 
micronucleate ed un più marcato decremento della vitalità cellulare in seguito all’esposizione 
a silice mesoporosa, rispetto a quanto osservato nelle cellule esposte alle sfere dense.  
Sebbene le particelle MCM-41 siano composte da silice amorfa, i loro effetti sembrano più 
simili a quelli provocati dall’esposizione al quarzo. Questa similitudine è stata constatata 
anche in termini di citotossicità da Di Pasqua e collaboratori (2008), i quali sottolineano come 
la silice mesoporosa condivida alcune caratteristiche di superficie con la forma cristallina, 
quali la presenza di spigoli acut; da questa caratteristica morfologica si ritiene possa derivare 
una maggiore generazione di ROS con conseguente danno cellulare.  
Tuttavia, non è possibile escludere che la maggiore tossicità della silice mesoporosa sia legata 
alla superficie totale di questo tipo di polveri che risulta essere due ordini di grandezza 
maggiore di quella caratteristica della silice a struttura compatta. Infatti, anche se gran parte di 
questa superficie è interna alle particelle e quindi verosimilmente non rilevante per i contatti 
con le cellule, essa tuttavia può contribuire alla reattività della particella, per esempio in 
termini di generazione di ROS. Inoltre, anche il numero delle particelle a cui le cellule sono 
esposte potrebbe essere un elemento importante per interpretare la maggiore tossicità della 
silice mesoporosa; infatti, avendo una densità minore rispetto alla silice composta da sfere 
dense, a parità di dose un campione di MCM-41 contiene un numero molto di maggiore di 
particelle. 
Facendo riferimento ai meccanismi d’azione potenzialmente implicati nella mediazione degli 
effetti genotossici, la produzione di ROS in misura dose dipendente è stata dimostrata in 
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cellule esposte a particelle nanometriche e submicrometriche di silice amorfa di varie 
dimensioni (70-300-1000 nm) ed è ritenuta il meccanismo indiretto responsabile 
dell’induzione dei danni genetici (Nabeshi et al., 2011).  
Per quanto riguarda la capacità delle particelle di silice a penetrare all’interno delle cellula, le 
indagini al TEM dimostrano che le particelle sia mesoporose che dense di minore diametro 
(250nm) utilizzate nella presente tesi vengono internalizzate per endocitosi e si localizzano 
all’interno di vacuoli citoplasmatici in entrambe i tipi cellulari indagati. In nessun caso sono 
state osservate particelle di silice all’interno del nucleo. 
Questo dato è stato riscontrato anche da altri autori che in  seguito di trattamenti con silice 
amorfa di diametro inferiore ai 100 nm in A549, in macrofagi alveolari di ratto ed in 
cheratinociti umani, hanno registrato la captazione delle particelle in vescicole disposte in 
prossimità del nucleo ma non nella regione nucleare (Jin et al., 2007, Nabeshi et al., 2011). 
Anche cellule epidermiche di topo esposte a particelle di silice di diametro maggiore (300 
nm) hanno mostrato un accumulo  esclusivamente citoplasmatico (Nabeshi et al., 2010); così 
come in fibroblasti murini trattati con particelle nano-metriche e sub-micrometriche di silice 
amorfa quest’ultime sono state osservate all’interno di vacuoli e non nel nucleo (Park et al., 
2010). Nel complesso, queste osservazioni indicano che il danno genetico indotto dalle 
particelle possa essere il risultato di meccanismi indiretti, verosimilmente associati 
all’instaurarsi di una condizione di stress ossidativo (Park et al., 2009; Singh et al., 2009). 
Come accennato precedentemente, più ampia è la superficie complessiva delle polveri tanto 
maggiore sarà la potenzialità di generare ROS ed innescare eventi ossidativi a carico delle 
molecole più sensibili tra le quali il DNA (Park et al., 2010).  
Inoltre, Gonzalez e collaboratori (2008) hanno ipotizzato che la presenza di vacuoli contenenti 
NPs nel citoplasma possa costituire un ingombro citoplasmatico in grado di interferire 
negativamente sulla organizzazione del citoscheletro e, conseguentemente con il processo 
mitotico ; tali alterazioni potrebbero essere associate ad un aumento degli eventi 
aneuploidogeni e quindi giustificare un incremento nell’insorgenza di cellule micronucleate. 
La presenza degli stessi vacuoli potrebbe inoltre agire sull’inibizione dei sistemi di 
riparazione alterando i microtubuli per il trasporto di proteine richieste nella riparazione 
(Gonzalez et al., 2008). 
In contrasto con i risultati di questa ricerca, Barnes e collaboratori (2008) non hanno rilevato 
alcun effetto genotossico mediante Comet assay in fibroblasti murini trattati con particelle 
nanometriche e sub-micrometriche di silice amorfa senza tuttavia fornire specifiche 
caratteristiche strutturali delle polveri utilizzate. Inoltre occorre sottolineare che non vengono 
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riportati in tale studio dettagli sperimentali importanti (Tice et al., 2000), quali il pH e la 
durata della corsa elettroforetica, rendendo difficoltosa la comparazione con i presenti 
risultati.  
Nel presente studio è stata osservata una diversa suscettibilità dei due tipi cellulari indagati 
nei confronti delle polveri di silice; infatti, le A549 sembrano esprimere una minore risposta 
per gran parte degli end-point analizzati, rispetto ai macrofagi murini. Similmente, Jin et al. 
(2007), non riportano alcun incremento significativo di frammentazione del DNA in seguito 
al trattamento delle A549 con nano-particelle di silice amorfa luminescente. Anche i livelli di 
8-idrossi-2-deossiguanosina, il principale prodotto dell’ossidazione delle basi azotate, non 
sembrano cambiare nelle cellule A549 esposte a nanoparticelle di silice amorfa ingegnerizzate 
(Shi et al., 2010). Inoltre, considerando l’insieme dei dati ottenuti con il Comet assay in 
versione alcalina ed il Test del Micronucleo associato all’ibridazione in situ a fluorescenza 
con sonde centromeriche, non è stata riportata alcuna induzione statisticamente significativa 
di danno genetico nelle A549 a seguito di trattamenti con nanoparticelle di silice amorfa 
(Gonzalez et al.,2010). Secondo questi autori, le A549 sono cellule molto inclini ad attuare la 
risposta apoptotica; questa caratteristica potrebbe almeno in parte spiegare la scarsa induzione 
di danno genetico ed il limitato calo della vitalità cellulare in seguito al trattamento con 
polveri di silice; infatti, la morte programmata eliminerebbe le cellule che hanno accumulato 
un consistente grado di frammentazione del DNA, inducendo una sottostima del danno 
indagato mediante Comet assay. che non rileva le cellule apoptotiche nella versione utilizzata. 
Diversamente, è stata riportata l’induzione di danno genetico di tipo ossidativo (mediante la 
versione modificata del Comet assay, capace di evidenziare la presenza di basi puriniche 
ossidate) da parte di nano-particelle di silice amorfa, su cellule dell’epitelio intestinale umano 
(Caco-2), un modello usato per studiare l’esposizione umana a nanoparticelle di interesse 
alimentare (Gerloff et al., 2009). 
Questa variabilità di risposta dei diversi tipi cellulari al trattamento con polveri di silice 
amorfa in dimensioni nano-metriche e sub-micrometriche rende difficile individuare criteri 
generali nella determinazione della tossicità e nell’individuazione dei fattori che la 
influenzano maggiormente (Brunner et al., 2006; Thomassen et al., 2010). A questo proposito 
è stato evidenziato che le caratteristiche delle particelle nanometriche e sub-micrometriche di 
silice quali l’area superficiale, il volume dei micropori, la ruvidità di superficie, il diametro 
possono assumere un ruolo diverso nel modulare la citossicità a seconda del tipo cellulare 
utilizzato (Rabolli et al., 2010).  
Altro fattore che ostacola l’acquisizione di conoscenze utili a definire la tossicità della silice 
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amorfa è legato al fatto che non esiste uniformità nei protocolli sperimentali che ostacola il 
confronto tra i risultati dei vari studi. 
Alla luce dei dati di letteratura, è auspicabile proprio l’uniformarsi dei protocolli sperimentali 
da parte dei vari gruppi di lavoro al fine di rendere possibile un miglior paragone tra i dati 
ottenuti e contribuire a meglio definire il potenziale genotossico della silice amorfa. Tra le 
informazioni sperimentali maggior peso dovrebbe essere dato alla completa caratterizzazione 
delle sostanze utilizzate che permetta di associare gli effetti biologici osservati con proprietà 
specifiche delle polveri indagate, soprattutto laddove parametri come le concentrazioni 
nominali o le dimensioni non sono sufficienti per un’adeguata interpretazione dei risultati 
(Lin et al., 2006). 
E’ interessante, peraltro, sottolineare che, pur in assenza di induzioni significative di MN ed 
in assenza di un trend dose-effetto statisticamente significativo, sia stata riportata una 
correlazione positiva tra l’incremento di cellule micronucleate e l’area superficiale delle 
nanoparticelle di silice amorfa utilizzate e non con le dosi nominali (Gonzalez et al., 2010), a 
conferma del fatto che la genotossicità di queste polveri sia strettamente legata sia alla 
morfologia superficiale che al numero delle particelle impiegato per i trattamenti. 
 
Che proprietà fisico-chimiche come la struttura, composizione e reattività superficiale 
possano determinare l’attività biologica delle particelle di silice è corroborato anche da uno 
studio nel quale A549 esposte sia a silice amorfa che cristallina sub-micrometrica mostrano 
un aumento di citochine coinvolte nei processi infiammatori, soprattutto da parte della silice 
amorfa, mentre l’area superficiale si è rivelata il fattore discriminante, a parità di dimensioni, 
a seguito dei trattamenti con particelle di quarzo (Hetland et al., 2001).  
Sebbene il maggior numero della applicazioni della silice nei settori delle biotecnologie e 
dell’industria alimentare preveda l’utilizzo di particelle nanodimensionate, è opportuno notare 
che queste tendono ad associarsi formando aggregati di dimensione micrometrica (Barnes et 
al., 2008). 
I dati presentati in questa tesi mettono in luce che la silice amorfa possiede un potenziale 
genotossico e citotossico, almeno in alcuni tipi cellulari e con una variabilità che risulta legata 
alle dimensioni ed alla micromorfologia delle particelle. Sebbene limitata ad un approccio in 
vitro, la presente ricerca contribuisce a mantenere alta l’attenzione sulla potenziale 
pericolosità di un utilizzo diffuso della silice amorfa nei suoi molteplici campi di applicazione 
anche alla luce del fatto che l’induzione del danno genetico risulta associata allo sviluppo di 
patologie umane quali il cancro. 
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A supporto dell’interesse per lo sviluppo di tali tematiche di ricerca, è importante sottolineare 
che le particelle MCM-41 sono ritenute vettori ideali per applicazioni biotecnologiche di tipo 
diagnostico o terapeutico (drug delivery); grazie all’ampia superficie e alla presenza di pori 
che le rendono in grado di trasportare molecole di interesse farmacologico incapaci altrimenti 
di penetrare attraverso le membrane cellulari. Pertanto, valutare la potenziale genotossicità 
delle particelle di silice amorfa è rilevante per interpretare correttamente la loro 
biocompatibilità ed individuare le caratteristiche strutturali che le rendano maggiormente 
tollerate. A questo riguardo è da notare che non sempre le particelle più piccole risultano più 
citotossiche delle grandi; Zhao e collaboratori (2011) hanno constatato che particelle MCM-
41 del diametro di circa 100 nm non producevano alterazioni morfologiche dei globuli rossi, 
mentre particelle simili ma di dimensione sub-micrometrica (600 nm) erano responsabili di 
marcate deformazioni della membrana ed emolisi. Più in generale Karlsson e collaboratori 
(2009) hanno dimostrato che per diversi end-point di genotossicità e citotossicità le 
nanoparticelle non inducono necessariamente risposte magiori delle loro controparti 
micrometriche.  
Il presente lavoro si propone quindi come un contributo per colmare la scarsa disponibilità di 
dati circa il potenziale genotossico della silice amorfa anche nella prospettiva di una 
ridefinizione del suo potenziale tossico da parte dello IARC. 
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CONCLUSIONI 
Il presente lavoro evidenzia che le polveri composte da silice amorfa sono in grado di 
provocare alterazioni genotossiche, sia a livello di rotture della molecola di DNA che a livello 
cromosomico, in  macrofagi alveolari (RAW 264.7) e cellule epiteliali polmonari (A549).  
La ricerca mostra, altresì, come alcune caratteristiche fisiche giochino un ruolo importante 
nella modulazione del potenziale genotossico suggerendo l’importanza di una accurata 
caratterizzazione delle polveri preventiva alla valutazione in vitro o in vivo dei loro effetti.  
La silice vetrosa (amorfa), pur condividendo con il quarzo dimensione e micromorfologia, 
non provoca alcuna riduzione della vitalità e dell’integrità del DNA nei macrofagi murini. Ciò 
conferma che l’abito cristallino è determinante nell’induzione di alterazioni cellulari  
Inoltre, altre caratteristiche strutturali, micromorfologiche e per le particelle dense, la 
dimensione, sono risultate influenti nella modulazione del danno cellulare.  
In connessione con tale dato, la superficie totale delle polveri alle quali le cellule vengono 
esposte risulta avere un ruolo importante nell’induzione di geno e citotossicità indicando che 
questo parametro è un migliore descrittore del diverso grado di trattamento rispetto all’uso più 
consueto delle dosi espresse in termini di massa su volume. 
In particolare, è emerso che particelle lisce di dimensione minore inducano effetti genotossici, 
alterazioni cromosomiche e citotossicità più evidenti rispetto alle particelle dal diametro 
maggiore. Nell’ambito della stessa dimensione, invece, la superficie porosa comporta effetti 
genotossici, alterazioni cromosomiche e citotossicità più elevati rispetto a quelli indotti da 
particelle dalla superficie liscia.  
Tra i due modelli cellulari utilizzati, quello murino ha mostrato una sensibilità maggiore 
all’insulto da parte delle varie polveri utilizzate rispetto alle cellule epiteliali polmonari 
umane. Tale risultato potrebbe essere connesso alla maggiore capacità dei macrofagi alveolari 
murini di inglobare le particelle di silice mediante la loro attività fagocitaria.  
Questi risultati sottolineano la necessità di approfondire ulteriormente la tossicità della silice 
amorfa, soprattutto in relazione all’incremento delle applicazioni negli ultimi anni, ribadendo 
il fatto che la pericolosità per la salute umana non è esclusivamente associata alla forma 
cristallina. 
Il presente studio richiama, inoltre, la necessità di approfondire i meccanismi del danno ed in 
particolare l’induzione di ROS da parte delle polveri di silice amorfa ed il loro ruolo nel 
mediare la comparsa di alterazioni genetiche  
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